Analysis of cow milk caseins by capillary electrophoresis by Dvořáková, Irena
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
FACULTY OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
ANALÝZA KASEINŮ KRAVSKÉHO MLÉKA
KAPILÁRNÍ ELEKTROFORÉZOU
ANALYSIS OF COW MILK CASEINS BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS
DIPLOMOVÁ PRÁCE
MASTER'S THESIS
AUTOR PRÁCE Bc. IRENA DVOŘÁKOVÁ
AUTHOR
VEDOUCÍ PRÁCE RNDr. MILENA VESPALCOVÁ, Ph.D.
SUPERVISOR
BRNO 2010
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno 12
Zadání diplomové práce
Číslo diplomové práce: FCH-DIP0349/2009 Akademický rok: 2009/2010
Ústav: Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka): Bc. Irena Dvořáková
Studijní program: Chemie a technologie potravin (N2901) 
Studijní obor: Potravinářská chemie a biotechnologie (2901T010) 
Vedoucí práce RNDr. Milena Vespalcová, Ph.D.
Konzultanti: Ing. Mgr. Ludmila Křížová, Ph.D.
Název diplomové práce:
Analýza kaseinů kravského mléka kapilární elektroforézou
Zadání diplomové práce:
Teoretická část:
1) Kravské mléko - jeho složení a význam pro lidskou výživu
2) Charakterizace kaseinů a jejich použití
3) Vliv výživy dojnic na složení mléka
4) Přehled postupů stanovení kaseinů kapilární elektroforézou
Experimentální část:
1) Ověření vybraného elektroforetického systému pro stanovení kaseinů
2) Stanovení kaseinů v lyofilizovaných vzorcích mléka
3) Zpracování a vyhodnocení získaných výsledků
Termín odevzdání diplomové práce: 14.5.2010
Diplomová práce se odevzdává ve třech exemplářích na sekretariát ústavu a v elektronické formě
vedoucímu diplomové práce. Toto zadání je přílohou diplomové práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Bc. Irena Dvořáková RNDr. Milena Vespalcová, Ph.D. doc. Ing. Jiřina Omelková, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V Brně, dne 1.12.2009 prof. Ing. Jaromír Havlica, DrSc.
Děkan fakulty
ABSTRAKT
ABSTRAKT
Diplomová práce se zabývá stanovením kaseinu˚ v lyofilizovaných vzorcích mléka, prˇicˇemž byla používána metoda
kapilární elektroforézy (CE). Ta již byla optimalizována a oveˇrˇena v diplomové práci Ivany Micˇíkové z roku 2009.
Teoretická cˇást diplomové práce se veˇnuje chemickému složení kravského mléka, zvláštní kapitola pojednává
o kaseinech samotných a o jejich využití v potravinárˇských i nepotravinárˇských oborech. V práci jsou dále popsány
faktory, které mají vliv na skladbu mléka a na konci je uveden popis a princip kapilární elektroforézy a prˇehled
metod CE, které byly v posledních letech využity pro stanovení kaseinu˚.
Experimentální cˇást se zameˇrˇuje na popis prˇípravy roztoku˚, postup prˇi izolaci kaseinu˚ a prˇi samotných analý-
zách. Dále shrnuje usporˇádání pokusu, odbeˇr a zpracování vzorku˚ a složení krmných smeˇsí.
Tato diplomová práce vznikla na základeˇ spolupráce mezi Ústavem chemie potravin a biotechnologií Fakulty
chemické, Vysokého ucˇení technického v Brneˇ a Výzkumným ústavem pro chov skotu, s.r.o., Oddeˇlení fyziologie
výživy zvírˇat, v Pohorˇelicích.
ABSTRACT
The diploma thesis is dealing with the determination of caseins in lyophilised samples of milk using the method of
capillary electrophoresis (CE). This method was optimised and verified by Ivana Micikova in her diploma thesis
in 2009.
The theoretical part of the diploma thesis gives information about the chemical compound of cow’s milk.
Caseins and their usage in the food and non-food industries are described in a separate unit. Impact of both the
nutritional and non-nutritional factors on the composition of the milk is discussed further. The description and the
principles of the CE and a list of the methods of CE used in the last several years are stated at the end of this part.
The experimental part is focused on the preparation of the solutions, process of casein isolation and its analysis.
It summarises the setting of the experiment, sampling and sample processing and the composition of the feeding
mixtures.
The diploma thesis has arisen on the basis of the cooperation of the Institute of Food Science and Biotech-
nology, the Faculty of Chemistry, Brno University of Technology and the Research Institute for Cattle Breeding,
Ltd., Department of Animal Nutrition Physiology in Pohorelice.
KLÍCˇOVÁ SLOVA
složení kravského mléka, kaseiny v mléce, využití kaseinu˚, výživa dojnic, stanovení kaseinu˚ v mléce, kapilární
elektroforéza
KEYWORDS
bovine milk composition, caseins in milk, use of casein, dairy cow nutrition, milk caseins determination, capillary
electrophoresis
DVORˇÁKOVÁ, I. Analýza kaseinu˚ kravského mléka kapilární elektroforézou. Brno: Vysoké ucˇení tech-
nické v Brneˇ, Fakulta chemická, 2010. 72 s. Vedoucí diplomové práce RNDr. Milena Vespalcová, Ph.D.
PROHLÁŠENÍ
Prohlašuji, že jsem diplomovou práci vypracovala samostatneˇ a že všechny použité literární zdroje jsem
správneˇ a úplneˇ citovala. Diplomová práce je z hlediska obsahu majetkem Fakulty chemické VUT v Brneˇ
a mu˚že být využita ke komercˇním úcˇelu˚m jen se souhlasem vedoucího diplomové práce a deˇkana FCH
VUT.
..........................................
podpis studenta
PODEˇKOVÁNÍ
Velmi ráda bych podeˇkovala a vyslovila uznání všem, kterˇí mi pomáhali prˇi vzniku této práce, a to
prˇedevším RNDr. Mileneˇ Vespalcové za námeˇt, trpeˇlivé vedení, praktické rady a prˇipomínky k diplomové
práci. Zvláštní podeˇkování patrˇí Ing. Milošovi Dvorˇákovi, který mi ochotneˇ pomáhal s meˇrˇením vzorku˚
a zpracováním výsledku˚. Deˇkuji také pracovišti Výzkumného ústavu pro chov skotu v Pohorˇelicích za
poskytnuté vzorky mléka a rady prˇi statistickém zpracování výsledku˚.
OBSAH
Obsah
1 ÚVOD 10
2 TEORETICKÁ CˇÁST 11
2.1 Složení kravského mléka . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2.1.1 Voda . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.2 Sacharidy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
2.1.3 Lipidy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1.3.1 Triacylglyceroly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.3.2 Mastné kyseliny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.1.3.3 Polární lipidy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.1.3.4 Steroly . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.1.3.5 Karotenoidy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
2.1.3.6 Vitaminy rozpustné v tucích . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1.3.7 Prostaglandiny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1.3.8 Aromatické a chut’ové látky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1.4 Bílkoviny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1.4.1 Kasein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.4.2 Syrovátkové proteiny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.1.5 Soli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
2.1.5.1 Sodík a chlor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.1.5.2 Draslík . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
2.1.5.3 Vápník . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.1.6 Enzymy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.1.7 Vitaminy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.1.8 Somatické bunˇky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.2 Kaseiny . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.2.1 Struktura kaseinové micely . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.2.2 Využití kaseinu˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3 Faktory ovlivnˇující složení mléka . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3.1 Nenutricˇní faktory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3.1.1 Genetika . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
2.3.1.2 Intervaly mezi dojeními . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
2.3.1.3 Stádium laktace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
2.3.1.4 Nemoci . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.3.1.5 Rocˇní období . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.3.1.6 Veˇk dojnice . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
2.3.2 Nutricˇní faktory . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
5
OBSAH
2.3.2.1 Mikrobi bachoru – tzv. bachorˇci . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.3.2.2 Protein nedegradovatelný bachorem . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.3.2.3 Zdroje sacharidu˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
2.3.2.4 Tuk v krmivu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.3.2.5 Sója . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.3.2.6 Rˇepka olejná . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
2.4 Stanovení kaseinu˚ kapilární elektroforézou . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.4.1 Princip kapilární elektroforézy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.4.1.1 Elektroforetická pohyblivost . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
2.4.1.2 Elektroosmotický tok (EOF) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.4.2 Instrumentace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.4.2.1 Dávkovací systém . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.4.2.2 Separacˇní kapilára . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.4.2.3 Zdroj vysokého napeˇtí . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
2.4.2.4 Detektor . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.4.2.5 Kapilární zónová elektroforéza . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
2.4.3 Prˇehled metod stanovení kaseinu˚ kapilární elektroforézou . . . . . . . . . . . . 43
3 EXPERIMENTÁLNÍ CˇÁST 46
3.1 Prˇístroje a pomu˚cky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.1.1 Používané prˇístroje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.1.2 Používané pomu˚cky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.1.3 Chemikálie a vzorky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.1.4 Použité pracovní postupy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47
3.2 Validacˇní parametry . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.3 Zvírˇata, krmení a usporˇádání pokusu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
3.3.1 Odbeˇry a zpracování vzorku˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
4 VÝSLEDKY A DISKUSE 52
4.1 Identifikace kaseinu˚ v elektroforegramu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
4.2 Analýza reálného vzorku . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
4.3 Statistické vyhodnocení pokusu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
5 ZÁVEˇR 59
SEZNAM POUŽITÝCH ZDROJU˚ 61
SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 65
SEZNAM PRˇÍLOH 66
6
OBSAH
A Výsledky analýzy reálných vzorku˚ 66
A.1 Plochy píku˚, koncentrace a procentuální zastoupení frakcí kaseinu˚ . . . . . . . . . . . . 66
A.2 Zdroj dat pro statistické vyhodnocení pokusu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
7
SEZNAM OBRÁZKU˚
Seznam obrázku˚
1 Emulze tukových globulí ve stabilní fázi plazmy – 500x zveˇtšení . . . . . . . . . . . . . . 11
2 Micely kaseinu˚ v koloidní suspenzi sérové fáze mléka – 50 000x zveˇtšení . . . . . . . . . 11
3 Submicelový model kaseinové micely . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4 Vliv okolních podmínek na rovnováhu solí a stabilitu micely . . . . . . . . . . . . . . . 29
5 Typické složení mléka u ru˚zných plemen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
6 Rozdíly ve složkách mléka v pru˚beˇhu laktace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
7 Produkce mléka v závislosti na fázi laktace . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
8 Migrace iontu˚ v prˇítomnosti elektroosmotického toku . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
9 Základní schéma CE prˇístroje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
10 Elektroforegram standardu αs-kaseinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
11 Elektroforegram standardu β -kaseinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52
12 Elektroforegram standardu κ-kaseinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
13 Elektroforegram smeˇsného standardu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53
14 Vzorek cˇ. 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
15 Denní dojivost krav . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
16 Denní produkce bílkovin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
17 Denní produkce kaseinu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
8
SEZNAM TABULEK
Seznam tabulek
1 Složení kravského mléka . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2 Hlavní skupiny lipidu˚ v mléce . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
3 Hlavní mastné kyseliny v mlécˇném tuku . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
4 Obsah proteinu˚ v mléce ru˚zných druhu˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
5 Úrovenˇ fosforylace kaseinu˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
6 Využití kaseinu v potravinárˇství . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
7 Typické hodnoty obsahu tuku, proteinu a laktózy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
8 Zmeˇny ve složení mléka . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
9 Separacˇní podmínky použité pro analýzu kaseinu˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
10 Složení krmné dávky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
11 Složení doplnˇkové smeˇsi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
12 Složení premixu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50
13 Výsledky analýzy smeˇsných standaru˚ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54
14 Vliv krmiva na pru˚meˇrnou denní dojivost krav . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
15 Vliv krmiva na denní produkci bílkovin. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
16 Vliv krmiva na denní produkci kaseinu. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
17 Vliv krmiva na denní produkci kaseinu˚ prˇepocˇtené na prˇíjem sušiny. . . . . . . . . . . . 57
18 Prˇíjem sušiny v krmné dávce . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
19 Vliv krmiva na procentuální obsah kaseinu˚ v kravském mléce. . . . . . . . . . . . . . . . 57
20 Vliv krmiva na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí. . . . . . . . . . . . . . . 57
21 Vliv krmiva na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí. . . . . . . . . . . . . . . 58
22 Souhrnné výsledky pokusu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59
9
1 ÚVOD
1 ÚVOD
Mléko je potravou mlád’at všech savcu˚, kterˇí pro tento úcˇel mléko produkují. Cˇloveˇk domestikoval ru˚zné
druhy zvírˇat (krávy, buvoly, ovce, kozy, velbloudy) pro produkci mléka už 6 až 8 tisíc let prˇ.n.l. a všechny
tyto druhy se v ru˚zných cˇástech sveˇta využívají dodnes. Mléko s mlécˇnými výrobky patrˇí mezi základní
skupiny potravin a meˇlo by být každodenní soucˇástí jídelnícˇku prˇedevším u deˇtí. Je to komplexní potra-
vina obsahující všechny trˇi základní živiny, rˇadu vitaminu˚ a je významným zdrojem minerálních látek.
Ceneˇn je prˇedevším obsah vápníku, který je nutný pro správný vývoj kostí. Mléko se podílí na vstrˇebá-
vání železa, je významným zdrojem jodu (du˚ležitého pro vývoj centrální nervové soustavy) a stopových
prvku˚, které mají svou úlohu v metabolických a imunitních funkcích organismu. Stimulaci imunitního
systému zpu˚sobuje také lysozym a laktoferin. Zakysané mlécˇné výrobky s nízkým obsahem tuku mají
preventivní úcˇinek proti nádorovým onemocneˇním i srdecˇním a cévním chorobám a dokonce mohou
snižovat hladinu cholesterolu v krvi.
Mléko obsahuje pru˚meˇrneˇ 3,2 % bílkovin tvorˇených 18-ti esenciálními aminokyselinami, které cˇiní
mléko du˚ležitým zdrojem proteinu˚. Bílkoviny jsou z 80 % tvorˇeny kaseiny, které mají široké využití
v potravinárˇském pru˚myslu jako prˇísada zlepšující nutricˇní hodnotu i fyzikální vlastnosti potravinárˇských
výrobku˚.
Mléko je tvorˇeno rˇadou složek syntetizovaných mlécˇnou žlázou z živin, které pocházejí ze strávené
a metabolizované potravy. Tyto komponenty zahrnují mimo jiné kaseiny, laktalbumin, laktoglobulin,
laktózu a mastné kyseliny až po kyselinu palmitovou (16:0). Dále mléko obsahuje takové soucˇásti, které
mají pu˚vod ve straveˇ, naprˇíklad neˇkteré minerály, vitaminy a mastné kyseliny s delším rˇeteˇzcem (16:0
a vyšší). Další soucˇásti mléka jsou syntetizovány nemlécˇnými tkáneˇmi. Jako prˇíklad lze uvést neˇkteré
mastné kyseliny pocházející z adipózní tkáneˇ. Každý zdroj mlécˇných složek je do urcˇité míry ovlivnˇován
výživou dojnice.
Složení mléka ovlivnˇuje kromeˇ výživy mnoho dalších faktoru˚. Prˇi hodnocení potenciálu vylepšení
složení mléka a náru˚stu výnosu˚ urcˇitých složek hraje du˚ležitou roli také genetika, rocˇní období, fáze
laktace, stárˇí a prˇípadná onemocneˇní dojnic. Výživa dojnic však prˇedstavuje ten nejrychlejší zpu˚sob
rˇízení složení mléka.
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2.1 Složení kravského mléka
Kravské mléko obsahuje pru˚meˇrneˇ 4 % tuku, 3,2 % bílkovin (2,6 % kaseinu a 0,6 % sérových bílkovin),
4,6 % laktózy a 0,7 % popelovin. Jde pouze o hodnoty pru˚meˇrné a každá literatura udává jiná cˇísla a
ru˚zná rozmezí hodnot. Obsah tuku je nejvíce variabilní hodnotou. Odchylky obsahu bílkovin a laktózy
veˇtšinou neprˇesahují desetiny procenta.
Tabulka 1: Složení kravského mléka
Složka Podíl [%]
Voda 87,0
Sušina Tuk 4,0
Bílkoviny Kasein 2,3
Sérové bílkoviny 0,6
Laktosa 4,6
Popeloviny 0,7
Mléko se díky své roli v prˇírodeˇ nachází v tekuté formeˇ. Je možné jej popsat jako:
• emulzi oleje ve vodeˇ s tukovými globulemi dispergovanými v kontinuální fázi séra,
• koloidní suspenzi kaseinových micel, globulárních proteinu˚ a lipoproteinových cˇástic,
• roztok laktózy, rozpustných proteinu˚, minerálu˚, vitaminu˚ a dalších komponent.
Obrázek 1: Emulze tukových globulí ve stabilní
fázi plazmy – 500x zveˇtšení
Obrázek 2: Micely kaseinu˚ v koloidní
suspenzi sérové fáze mléka – 50 000x zveˇt-
šení
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2.1.1 Voda
Voda je nejvíce zastoupenou složkou mléka. Nejveˇtší podíl v mléce má voda volná, kterou lze z mléka
odparˇit nebo vymrazit. Vázanou vodu deˇlíme na koloidní a substitucˇní. Koloidní voda se váže na bílko-
viny, tvorˇí ochranný hydratacˇní povrch obalu˚ koloidních cˇástic a zajišt’uje tak stabilitu bílkovin v mléce.
Substitucˇní voda je prˇítomna v molekulách laktózy a solí. Pokud dojde k porušení mléka vodou, tzn.
úmyslnému (falšování) nebo neúmyslnému (chyby prˇi dojení) prˇidání vody do mléka, jde pak o vodu
cizí.1
Obsah vody v mléce závisí na syntéze laktózy. Bez vody by bylo mléko viskózním sekretem slože-
ným hlavneˇ z tuku˚ a proteinu˚ a velmi obtížneˇ by se dostávalo z mlécˇné žlázy. Voda v mléce zabezpecˇuje
hydrataci savcˇího mládeˇte do doby, než si je schopno nalézt jiný zdroj. Obsah mléka u ru˚zných zvírˇecích
druhu˚ se liší. Kravské mléko obsahuje zhruba 87 % vody.[2, 3]
2.1.2 Sacharidy
Laktóza je hlavním sacharidem v mléce u mnoha druhu˚. Je to disacharid složený z monosacharidu˚ D-
glukózy a D-galaktózy spojených ß-glykosidickou vazbou. Chemický název laktózy je 4-0-ß-D-galakto-
pyranosyl-D-glukopyranosa. Laktóza je osmoticky aktivní a proto je proces syntézy laktózy zodpoveˇdný
za prˇitahování vody do mléka. Vzhledem k blízkému vztahu mezi syntézou laktózy a množstvím vody
v mléce je obsah laktózy nejméneˇ variabilní složkou mléka.
Mléko je jediným známým významným zdrojem laktózy. Laktóza je syntetizována v epiteliálních
bunˇkách mlécˇné žlázy ze dvou molekul glukózy absorbované z potravy. Jedna molekula glukózy je
prˇemeˇneˇna epimerizací na galaktózu. Galaktóza je fosforylována a kondenzována s druhou molekulou
glukózy cˇinností enzymu laktóza-syntázy složeného ze dvou cˇástí. Jednou z cˇástí je UDP-galaktosyl-
transferáza, která prˇenáší galaktózu z UDP-galaktózy na neˇkterou z akceptorových molekul v biosyntéze
glykoproteinu˚ a glykolipidu˚. Specifita transferázy je rˇízena a modifikována jedním z hlavních mlécˇných
proteinu˚ – laktalbuminem, který snižuje Michaelisovu konstantu2 pro glukózu 1000krát a v jehož prˇí-
tomnosti je tak veˇtšina galaktózy prˇemeˇneˇna na glukózu.
Mléko obsahuje kromeˇ laktózy neˇkolik dalších sacharidu˚ v nízkých koncentracích. Jde naprˇíklad
o glukózu a N-acetylglukosamin, který stimuluje ru˚st Bifidobacterium bifidum a je prˇítomen ve vyšším
množství v lidském mléce. Mléko veˇtšiny savcu˚ obsahuje oligosacharidy tvorˇené 3 – 10 jednotkami
monosacharidu˚, které mohou být lineární nebo veˇtvené. Jde o deriváty laktózy, které obsazují redukující
konec molekuly a veˇtšina z nich obsahuje fukózu a/nebo N-acetylneuraminovou kyselinu. Lidské mléko
obsahuje zhruba 130 oligosacharidu˚ v celkové koncentraci zhruba 15 g/l. Mléko vacˇnatcu˚, medveˇdu˚ a
slonu˚ také obsahuje vysoké hladiny oligosacharidu˚, které mají významnou úlohu v neˇkolika du˚ležitých
funkcích, naprˇ. vývoji mozku a baktericidní aktiviteˇ. Jsou pro cˇloveˇka nestravitelné a ovlivnˇují strˇevní
mikroflóru.[2, 3, 6]
1Voda cizí – ukazatelem porušení mléka cizí vodou je bod mrznutí mléka (limitní hodnota je - 0,520 °C). [Vyhláška MZe cˇ.
638/2004 Sb.]
2Michaelisova konstanta KM je rovna koncentraci substrátu, jíž je zapotrˇebí, aby bylo prˇi dané koncentraci enzymu dosaženo
pocˇátecˇní reakcˇní rychlosti, která odpovídá polovineˇ limitní rychlosti; cˇím je nižší, tím má enzym k danému substrátu vyšší
afinitu.
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2.1.3 Lipidy
Lipidy jsou v mléce prˇítomné ve formeˇ mikroskopických globulí jako emulze oleje ve vodeˇ. Primárním
úcˇelem lipidu˚ je poskytovat zdroj energie novorozeným telatu˚m. Obsah tuku tedy odráží energetické
požadavky mlád’at ru˚zných druhu˚. Savci adaptovaní na chladné prostrˇedí a morˇští savci vylucˇují do
mléka nejveˇtší množství tuku˚. Obsah tuku v kravském mléce a složení mastných kyselin ovlivnˇuje rˇada
faktoru˚, jako naprˇíklad plemeno, výživa a stadium laktace dojnice. Obsah tuku se mu˚že pohybovat od
3 do 6 %, ale typicky je v rozmezí 3,5 až 4,7 %. Zmeˇny ve složení mastných kyselin vedou ke zmeˇnám
ve fyzikálních vlastnostech tuku. Tyto zmeˇny znesnadnˇují srovnání mezi rozdílnými vzorky mlécˇného
tuku. V ideálním prˇípadeˇ by srovnání meˇla být ucˇineˇna mezi dojnicemi ve strˇedu laktace a krmenými
podobnou výživou. Z praktického hlediska jsou lipidy mléka velmi du˚ležité, protože udeˇlují mlécˇným
výrobku˚m výrazné nutricˇní, strukturální a organoleptické vlastnosti.[8]
Tabulka 2: Hlavní skupiny lipidu˚ v mléce
Trˇída lipidu˚ Množství [%, w/w]
Triacylglyceroly 98,30
Diacylglyceroly 0,30
Monoacylglyceroly 0,03
Volné mastné kyseliny 0,10
Fosfolipidy 0,80
Steroly 0,30
Karotenoidy stopová množství
Vitaminy ropustné v tucích stopová množství
Chut’ové složky stopová množství
Tuk má nižší hustotu než voda a prˇi stání mléka dochází k vyvstávání tuku a vzniku smetanové
vrstvy. Toho se využívá pro odtucˇneˇní mléka a získávání smetany odstrˇed’ováním. Spolecˇneˇ je s tukem
vyneseno i malé množství bílkovin, což prˇispívá ke šlehací vlastnosti smetany.
Mlécˇný tuk podléhá snadno autooxidaci za vzniku chut’ových vad. Prˇi zpracování mléka se musí
minimalizovat faktory iniciující autooxidaci, tj. kontaminace Cu2+, obsah kyslíku a pu˚sobení sveˇtla.
Mlécˇný tuk je tvorˇen komplexní smeˇsí lipidu˚. 97–98 % celkových lipidu˚ v mléce je tvorˇeno triacyl-
glyceroly. Mlécˇný tuk je vylucˇován z mlécˇných epiteliálních buneˇk ve formeˇ tukových globulí o velikosti
0,1 – 15 µm, které jsou složené z nepolárních triacylglycerolu˚ obklopených vrstvou povrchoveˇ aktivních
látek, prˇedevším fosfolipidu˚ a membránových lipoproteinu˚, které pomáhají tukové globule stabilizovat.
Fosfolipidy prˇedstavují méneˇ než 1 % celkových lipidu˚ mléka. Dále jsou v mléce prˇítomna stopová
množství dalších polárních lipidu˚ vcˇetneˇ ceramidu˚, cerebrosidu˚ a gangliosidu˚. Hlavním sterolem mlécˇ-
ného tuku je cholesterol, který je v mléce prˇítomen prˇevážneˇ ve volné formeˇ, méneˇ než 10 % je ve formeˇ
esteru˚. Další steroly vcˇetneˇ steroidních hormonu˚ jsou prˇítomny ve stopových množstvích. Karotenoidy
jsou zastoupeny také ve stopových množstvích, prˇispívají k 10 – 50 % aktivity vitaminu A a jsou zodpo-
veˇdné za žluté zabarvení mléka.
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Mlécˇné tuky jsou du˚ležité:
1. jako zdroj esenciálních mastných kyselin a vitaminu˚ rozpustných v tucích,
2. pro chut’ a reologické vlastnosti mlécˇných produktu˚.
Lipidy slouží u neˇkterých produktu˚ a po urcˇitém zpracování jako prekurzory metylketonu˚ a laktonu˚.
Lipidy ale mohou být také prekurzory sloucˇenin vyvolávajících „off-flavour“.
Drˇíve se cena mléka udávala podle obsahu tuku, což je pravdeˇpodobneˇ du˚sledek toho, že se z neˇj
nejcˇasteˇji vyrábeˇlo máslo a že nejdrˇíve byly vyvinuty metody pro analýzu tuku. K analýze proteinu a
laktózy došlo až pozdeˇji.
Kravské mléko obsahuje obvykle 3,5 % tuku. Jeho množství se však liší v závislosti na plemeni,
individualiteˇ zvírˇete, stádiu laktace, období, nutricˇním stavu, typu krmiva, zdraví a veˇku zvírˇete.
Obsah tuku v mléce se snižuje beˇhem prvních 4 – 6 týdnu˚ po porodu telete a pak stabilneˇ roste po
zbytek laktace, obzvlášteˇ na jeho konci. Pro urcˇitou populaci platí, že je obsah tuku nejvyšší v zimeˇ a
nejnižší v léteˇ, cˇástecˇneˇ vlivem teploty prostrˇedí. Koncentrace tuku se významneˇ snižuje prˇi mastitideˇ,
kdy má mlécˇná žláza sníženou schopnost syntézy. [1, 3, 4, 8]
2.1.3.1 Triacylglyceroly
Triacylglyceroly tvorˇí 97–98 % celkových lipidu˚ mléka. Diacylglyceroly ve veˇtšineˇ prˇípadu˚ pravdeˇ-
podobneˇ prˇedstavují nekompletneˇ syntetizované lipidy.
2.1.3.2 Mastné kyseliny
Mastné kyseliny (MK) kravského mléka pocházejí ze dvou zdroju˚:
1. syntézy mastných kyselin de novo v mlécˇné žláze,
2. plazmatických lipidu˚ pocházejících z potravy.
Mastné kyseliny z teˇchto dvou zdroju˚ se liší ve své strukturˇe. Mastné kyseliny, které jsou syntetizovány
de novo, mají krátký až strˇedneˇ dlouhý rˇeteˇzec, od 4:0 do 14:0 až 16:03, zatímco mastné kyseliny o 18-ti
uhlících a kyselina palmitová (16:0) pocházejí z plazmatických lipidu˚. Mastné kyseliny vznikající synté-
zou de novo tvorˇí zhruba 45 % mastných kyselin mlécˇného tuku, plazmatické lipidy z potravy odpovídají
zbývajícím 55 %. [8]
De novo syntéza MK v mlécˇné žláze utilizuje prˇevážneˇ acetát a β -hydroxybutyrát. Tyto prekurzory
pochází z mikrobiální fermentace celulózy a podobných látek v bachoru. Jakmile se acetát dostane do
mlécˇné žlázy, je aktivován na acetyl-CoA. Tento mechanismus syntézy mastných kyselin zahrnuje kar-
boxylaci acetyl-CoA na malonyl-CoA, který je pak použit v elongacˇním procesu. To vede ke vzniku
mastných kyselin s krátkým a strˇedneˇ dlouhým rˇeteˇzcem, které se liší dveˇma CH2 skupinami (naprˇíklad
4:0, 6:0, 8:0 atd.), tj. k lineárním mastným kyselinám o sudém pocˇtu uhlíku˚. Nicméneˇ pokud je použit
3Zápis mastných kyselin: X:Y, prˇicˇemž X odpovídá pocˇtu uhlíku˚, Y odpovídá pocˇtu dvojných vazeb.
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jako prekurzor naprˇíklad propionát, valerát nebo izobutyrát, namísto acetátu jsou syntetizovány veˇtvené
MK nebo MK s lichým pocˇtem uhlíku˚.[8]
Další mastné kyseliny mají pu˚vod hlavneˇ v potraveˇ, ale také mohou být uvolneˇny z adipózních tkání.
Lipidy z potravy se skládají hlavneˇ z glykolipidu˚, fosfolipidu˚ a triacylglycerolu˚; mezi hlavní mastné ky-
seliny patrˇí kyselina linolová (18:2) a linolenová (18:3). V bachoru jsou lipidy hydrolyzovány a neeste-
rifikované MK jsou poté vystaveny biohydrogenaci mikroorganismy. Biohydrogenacˇní proces u linolové
kyseliny zacˇíná izomeracˇním krokem, cˇímž vzniká konjugovaná kyselina linolová. Následuje redukcˇní
reakce a tvorba vakcenové kyseliny a pak další redukce na kyselinu stearovou (18:0). Biohydrogenace
linolenové kyseliny má podobný pru˚beˇh. Smeˇs mastných kyselin vznikající biohydrogenací je esterifi-
kována na triacylglyceroly, které pak cirkulují v krevním obeˇhu v chylomikronech. Tyto triacylglyceroly
jsou sesbírány mlécˇnou žlázou a šteˇpeny na neesterifikované mastné kyseliny. Mlécˇná žláza obsahuje
desaturázový systém, který konvertuje stearovou (18:0) na olejovou kyselinu (18:1).[8]
Kyseliny v mlécˇné žláze, které mají pu˚vod v potravních lipidech tak sestávají prˇevážneˇ z palmitové
(16:0), stearové (18:0) a olejové kyseliny (18:1), malých množství linolové (18:2) a linolenové (18:3)
kyseliny a menšího množství dalších monoenových a dienových mastných kyselin.[8]
Tabulka 3: Hlavní mastné kyseliny v mlécˇném tuku
Složení
Typicky Rozmezí
Název mastné kyseliny %[w/w] mol % %[w/w]
4:0 Máselná 3,9 10,1 3,1–4,4
6:0 Kapronová 2,5 4,9 1,8–2,7
8:0 Kaprylová 1,5 2,4 1,0–1,7
10:0 Kaprinová 3,2 4,3 2,2–3,8
12:0 Laurová 3,6 4,1 2,6–4,2
14:0 Myristová 11,1 11,1 9,1–11,9
14:1 Myristoolejová 0,8 0,8 0,5–1,1
16:0 Palmitová 27,9 24,9 23,6–31,4
16:1 Palmitoolejová 1,5 1,4 1,4–2,0
18:0 Stearová 12,2 9,8 10,4–14,6
18:1 cis Olejová 17,2 13,9 14,9–22,0
18:1 trans Elaidová 3,9 3,2 -
18:2 Linolová 1,4 1,1 1,2–1,7
18:2 conj Konjugovaná linolová 1,1 0,9 0,8–1,5
18:3 α-linolenová 1,0 0,8 0,9–1,2
Minoritní MK 6,0 5,1 4,8–7,5
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2.1.3.3 Polární lipidy
Koncentrace fosfolipidu˚ v mlécˇném tuku se pohybuje od 0,5 do 1 % z celkových lipidu˚. Membrána
tukových globulí je odvozena z apikální plazmatické membrány sekrecˇních buneˇk v laktující mlécˇné
žláze a je tvorˇena fosfolipidy, glykolipidy, proteiny, glykoproteiny, enzymy, triacylglyceroly a menši-
novými složkami. Množství fosfolipidu˚ v této membráneˇ je odhadováno na 15 až 30 % v závislosti na
extrakcˇním procesu.
Acˇ tvorˇí polární lipidy velmi malou cˇást celkových mlécˇných lipidu˚, jsou velmi du˚ležité kvu˚li své
smíšené hydrofilní a hydrofobní povaze. Tato zvláštní charakteristika polárních lipidu˚ je z velké cˇásti
zodpoveˇdná za stabilizaci suspenze mlécˇného tuku ve vodném prostrˇedí mléka, což umožnˇuje relativneˇ
vysokým koncentracím mlécˇného tuku a proteinu koexistovat ve stejném roztoku.
Fosfolipidy obsahují mononenasycené a polynenasycené MK. Prˇitahují kovové ionty a mají proto
prooxidacˇní potenciál. Fosfatidyl-etanolamin váže pevneˇ meˇd’ a má du˚ležitou úlohu v oxidaci mléka
indukované meˇdí. Polynenasycené MK a kovové ionty urychlují lipidovou oxidaci, obzvlášteˇ pak po
aplikaci tepla. V mlécˇných produktech je však situace komplexní a ukazuje se, že fosfolipidy mají jak
prooxidacˇní, tak antioxidacˇní vlastnosti v závislosti na pH, pomeˇru vody a fosfolipidu˚.
Prˇi zpracování mléka jsou fosfolipidy rozdeˇleny jinak než neutrální lipidy. Prˇi separaci plnotucˇného
mléka jdou fosfolipidy vázané k membráneˇ tukových globulí do smetany s neutrálními lipidy, zatímco
fosfolipidy spojené s proteino-membránovými fragmenty ve vodné fázi zu˚stávají ve sbíraném mléce.
Proto je pomeˇr fosfolipidu˚ k celkovým tuku˚m relativneˇ nízký ve smetaneˇ a vysoký ve sbíraném mléce.
Prˇi výrobeˇ másla zu˚stává veˇtší cˇást fosfolipidu˚ v podmáslí, což vede v tomto produktu k vysokému
pomeˇru fosfolipidu˚ k celkovému tuku.
Acˇkoli fosfolipidy tvorˇí pouze malou cˇást lipidu˚, jsou významné svou prˇítomností v membráneˇ tu-
kových globulí a dalším membránovém materiálu v mléce. Hlavními fosfolipidy jsou fosfatidylcholin,
fosfatidyletanolamin a sfingomyelin. V mléce jsou prˇítomna také stopová množství dalších polárních
lipidu˚, naprˇíklad ceramidu˚, cerebrosidu˚ a gangliosidu˚. [4]
2.1.3.4 Steroly
Steroly jsou minoritní složkou mlécˇných lipidu˚, která prˇedstavuje asi 0,3 % celkového tuku mléka.
Hlavní složkou je cholesterol, jež je z 10 % prˇítomen v esterifikované formeˇ. V mléce byla identifikována
malá množství dalších sterolu˚, naprˇíklad kampesterolu, stigmasterolu a β -sitosterolu.[4]
2.1.3.5 Karotenoidy
95 % karotenoidu˚ je tvorˇeno hlavním pigmentem mlécˇného tuku, β -karotenem. Nachází se v jádrˇe
tukových globulí a nevyskytuje se v jejich membráneˇ. Jeho koncentrace v mléce záleží na množství β -
karotenu v potraveˇ a na plemenu dojnice. Obsah karotenoidních pigmentu˚ je obzvlášteˇ vysoký v cˇerstvé
tráveˇ, ale podstatneˇ nižší ve smeˇsi koncentrátu a sena, tedy normální zimní krmné smeˇsi.
Množství karotenu˚ v mléce dosahuje hodnoty zhruba 200 µg/l a jejich prˇítomnost vytvárˇí žluté zbar-
vení mlécˇného tuku.
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2.1.3.6 Vitaminy rozpustné v tucích
viz kapitola 2.1.7 na straneˇ 25
2.1.3.7 Prostaglandiny
Prostaglandiny se úcˇastní se zániku žlutého teˇlíska na konci cyklu a zvyšují stahy deˇložní svalo-
viny prˇi porodu. Jejich fyziologická úloha v mléce však není známa a prostaglandiny navíc neprˇežívají
uskladneˇní a zpracování v biologicky aktivní formeˇ.[4]
2.1.3.8 Aromatické a chut’ové látky
Chemie látek tvorˇících „flavour“ mlécˇného tuku a másla je velmi komplexní a zahrnuje vysoký pocˇet
sloucˇenin, které prˇispívají k celkovému aroma a chuti. V mlécˇném tuku bylo identifikováno zhruba 200
teˇkavých sloucˇenin, nicméneˇ mnoho z nich je prˇítomno v podprahových koncentracích a rozsah, jakým
tyto látky prˇispívají k celkovému profilu chuti, není plneˇ znám.
K celkovému „flavour“ mlécˇného tuku nejvíce prˇispívají laktony, mastné kyseliny, aldehydy, metyl-
ketony a také hydroxykyseliny, které jsou prekurzory aromatických γ-laktonu˚ a δ -laktonu˚. Tyto slou-
cˇeniny prˇispívají k celkovému „flavour“ mlécˇného tuku v nízkých koncentracích. Vysoké koncentrace
vyvolané lipolýzou vedou k nežádoucí žluklé chuti.
Jsou to prˇedevším alifatické aldehydy, které prˇispívají jak k žádoucím, tak nežádoucím zmeˇnám
aroma a chuti mlécˇného tuku. Cˇerstvý mlécˇný tuk metylketony neobsahuje, avšak po zahrˇátí dochází
k dekarboxylaci β -ketokyselin a ke vzniku metylketonu˚. Tyto látky jsou považovány za pu˚vodce bohaté
chuti pecˇených výrobku˚ obsahujících máslo. [8]
2.1.4 Bílkoviny
Kravské mléko obsahuje zhruba 3,5 % bílkovin. Tato koncentrace se znacˇneˇ meˇní beˇhem laktace, ob-
zvlášteˇ beˇhem prvních pár dní po porodu. Nejveˇtší zmeˇny se objevují v syrovátkové frakci proteinu˚.
Prˇirozenou funkcí mlécˇných proteinu˚ je zásobení savcˇích mlád’at biologicky aktivními proteiny (imu-
noglobuliny, proteiny vázající kovy a vitaminy, proteinové hormony) a esenciálními aminokyselinami,
které jsou du˚ležité pro vývoj svalových a dalších protein obsahujících tkání. Mlád’ata ru˚zných druhu˚ se
rodí v ru˚zné fázi dospeˇlosti a mají rozdílné nutricˇní a fyziologické požadavky. Tyto rozdíly jsou také
reflektovány v obsahu proteinu˚ mléka ru˚zných druhu˚, které se pohybují od 1 do 24 %. Obsah proteinu˚
v mléce je prˇímo spojený s ru˚stovou rychlostí mlád’at daného druhu, odrážející požadavky na proteiny
potrˇebné pro ru˚st. Zatímco v lidském mléce je obsah proteinu˚ velmi nízký (méneˇ než 0,8 g/100 ml),
mléko kocˇek, králíku˚, sobu˚, tulenˇu˚ a velryb obsahuje více než 10 % bílkovin.
Kravské mléko obsahuje heterogenní smeˇs proteinu˚. Od 19. století, kdy se k jejich separaci a charak-
terizaci využívalo kyselé srážení kaseinu˚, se vyvinula celá škála metod. Izolace a charakterizace proteinu˚
mléka je komplikovaná kvu˚li jejich tendenci k tvorbeˇ komplexu˚, cˇímž znesnadnˇují urcˇení svých speci-
fických fyziologických, nutricˇních a imunologických charakteristik.[7, 4]
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Tabulka 4: Obsah proteinu˚ v mléce ru˚zných druhu˚[4]
Druh Kasein [%] Syrovátkový
protein [%]
Celkem [%]
Bizon 3,7 0,8 4,5
Cˇloveˇk 0,4 0,6 1,0
Koza 2,5 0,4 2,9
Králík 9,3 4,6 13,9
Kráva 2,8 0,6 3,4
Ku˚nˇ 1,3 1,2 2,5
Osel 1,0 1,0 2,0
Ovce 4,6 0,9 5,5
Prase 2,8 2,0 4,8
Velbloud 2,9 1,0 3,9
Vlastnosti mnoha mlécˇných produktu˚ a vlastneˇ i jejich samotná existence závisí na vlastnostech
mlécˇných proteinu˚, acˇkoli tuk, laktóza a soli mají také silný vliv. Vysokoteplotní ošetrˇení, kterému jsou
mlécˇné produkty vystaveny, je možné jen díky vysoké tepelné stabiliteˇ hlavních mlécˇných proteinu˚ -
kaseinu˚. Zmeˇny v proteinových charakteristikách, naprˇíklad nerozpustnost jako výsledek tepelné dena-
turace v sušeném mléce nebo zvýšená rozpustnost sýrových proteinu˚ beˇhem zrání, jsou pru˚mysloveˇ
du˚ležitými vlastnostmi teˇchto produktu˚. [4]
Veˇdci se pu˚vodneˇ domnívali, že mléko obsahuje pouze jeden typ proteinu˚. Prˇed sto lety se ale zjistilo,
že proteiny v mléce mohou být rozdeˇleny do dvou prˇesneˇ stanovených skupin. Prˇi okyselení mléka na
pH 4,6 (izoelektrický bod) prˇi teploteˇ kolem 30 °C se asi 80 % celkových proteinu˚ kravského mléka
vysráží z roztoku. Tato frakce se nazývá kasein. Protein, který za teˇchto podmínek zu˚stává rozpustný,
je syrovátkový neboli sérový protein nebo také tzv. nekaseinový dusík. Pomeˇr kaseinu k syrovátkovým
bílkovinám vykazuje velké mezidruhové odlišnosti. U lidského mléka je tento pomeˇr 40:60, u konˇského
mléka 50:50, zatímco u mléka krav, koz, ovcí a buvolu˚ je to 80:20. Tyto rozdíly odrážejí nutricˇní a
fyziologické potrˇeby mlád’at teˇchto druhu˚. [4]
Mezi kaseiny a syrovátkovými proteiny je neˇkolik hlavních rozdílu˚. Z pru˚myslového a technologic-
kého hlediska jsou nejvýznamneˇjší následující odlišnosti:
1. Syrovátkové proteiny se na rozdíl od kaseinu˚ nesrážejí z roztoku prˇi pH 4,6. Tato charakteristika
se používá jako obvyklá operacˇní definice kaseinu. Využívá se prˇi prˇípraveˇ pru˚myslového kaseinu
a urcˇitých druhu˚ sýru˚ (cottage, žervé). Soucˇástí teˇchto produktu˚ je pouze kaseinová frakce mlécˇné
bílkoviny, zatímco syrovátkové proteiny zu˚stávají v syrovátce.
2. Chymosin a neˇkteré další proteinázy (známé jako syrˇidla) zpu˚sobují specifickou zmeˇnu kaseinu˚,
mající za následek jejich koagulaci v prˇítomnosti vápenatých iontu˚. Syrovátkové proteiny takovou
zmeˇnou neprochází. Srážlivost kaseinu˚ cˇinností syrˇidel je využívána prˇi výrobeˇ veˇtšiny druhu˚ sýru˚.
3. Kasein je velmi odolný vu˚cˇi vysokým teplotám. Mléko proto mu˚že být za prˇirozeného pH (6,7)
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ohrˇíváno na 100 °C po dobu 24 hodin, nebo na 140 °C po dobu 20 minut, aniž by se srazilo. Ta-
kové vysokoteplotní ošetrˇení vyvolává v mléce mnoho zmeˇn (naprˇíklad produkci kyselin z laktózy
vedoucí k poklesu pH a zmeˇnám v rovnováze solí), které nakonec vyvolají precipitaci kaseinu.
Syrovátkové proteiny jsou tepelneˇ labilní a jsou kompletneˇ denaturovány teplotou 90 °C po dobu
10 minut.
4. Kaseiny jsou fosfoproteiny obsahující pru˚meˇrneˇ 0,85 % fosforu, zatímco syrovátkové proteiny fos-
for vu˚bec neobsahují. Fosfátové skupiny jsou zodpoveˇdné za mnoho du˚ležitých vlastností kase-
inu, obzvlášteˇ za jeho schopnost vázat relativneˇ velká množství vápníku, což z neˇj deˇlá nutricˇneˇ
velmi hodnotný protein. Fosfát, který je esterifikován k proteinu hydroxylovou skupinou serinu,
je obecneˇ považován za organický fosfát. S kaseinem je spojena také cˇást anorganického fosfátu
ve formeˇ koloidního kalcium-fosfátu. Fosfáty kaseinu˚ jsou významné pro svou znacˇnou tepelnou
stabilitu a pro koagulaci syrˇidlem indukovanou vápenatými ionty.
5. Zatímco kasein má nízký obsah síry (0,8 %), syrovátkové proteiny jsou na síru relativneˇ bohaté
(1,7 %). Síra kaseinu˚ je prˇítomna prˇevážneˇ v methioninu. Hlavní kaseiny obsahují pouze methio-
nin, zatímco syrovátkové proteiny obsahují kromeˇ methioninu také významná množství cysteinu i
cystinu. Tyto aminokyseliny jsou zodpoveˇdné za mnoho zmeˇn, které se odehrávají v pru˚beˇhu ohrˇí-
vání mléka, naprˇíklad za varˇivou prˇíchut’ mléka a lepší tepelnou stabilitu mléka prˇedehrˇívaného
prˇed sterilizací.
6. Kasein je syntetizován v mlécˇné žláze a nikde jinde v prˇírodeˇ se již nevyskytuje. Neˇkteré ze sy-
rovátkových proteinu˚ (β -laktoglobulin a α-laktalbumin) jsou také syntetizovány v mlécˇné žláze,
zatímco další (bovinní sérový albumin a imunoglobuliny) jsou odvozeny z krve.
7. Syrovátkové proteiny jsou molekulárneˇ dispergovány v roztoku nebo mají jednoduchou kvarterní
strukturu. Kaseiny mají komplikovanou kvarterní strukturu a existují v mléce jako velké koloidní
agregáty, tzv. micely s hmotností cˇástic 106 – 109 Da.
8. Obeˇ skupiny – kaseiny i syrovátkové bílkoviny – jsou heterogenní a zahrnují neˇkolik skupin pro-
teinu˚. [4]
2.1.4.1 Kasein
Je hlavním fosfoproteinem kravského mléka, nebot’ prˇedstavuje 80 % všech bílkovin zde obsaže-
ných. Podrobneˇ o kaseinu pojednávám v kapitole 2.2 na straneˇ 26.
2.1.4.2 Syrovátkové proteiny
Asi 20 % bílkovin kravského mléka patrˇí do skupiny zvané syrovátkové nebo sérové proteiny, jinak
také nekaseinový dusík. Kyselá a syrˇidlová syrovátka rovneˇž obsahují peptidy odvozené od kaseinu,
jako jsou proteázové peptony produkované plazminem prˇevážneˇ z β -kaseinu a glykopeptidy vytvárˇené
syrˇidly z κ-kaseinu.
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Syrovátkové proteiny jsou prˇipravovány ru˚znými metodami. Neˇkteré z nich využívají skutecˇnosti, že
zu˚stávají rozpustné prˇi pH 4,6 a že se rozpouští v saturovaném chloridu sodném a po syrˇidlové koagulaci
kaseinu˚. Dalšími metodami prˇípravy jsou gelová permeacˇní chromatografie a ultracentrifugace. Syro-
vátka prˇipravená kteroukoli z teˇchto metod kromeˇ posledneˇ uvedené obsahuje laktózu a rozpustné soli.
Celkové syrovátkové proteiny mohou být prˇipraveny ze syrovátky dialýzou a sušením dialyzovaného
roztoku.
Prˇed 60-ti lety se zjistilo, že syrovátka obsahovala dveˇ definované skupiny proteinu˚, které mohly být
rozdeˇleny nasyceným MgSO4 nebo polonasyceným (NH4)2SO4; precipitát byl nazván jako laktoglobulin
a rozpustný protein jako laktalbumin.
Laktoglobulinové frakce se skládají prˇevážneˇ z imunoglobulinu˚, nejvíce IgG1 s menšími množstvími
IgG2, IgA a IgM.
Laktalbuminová frakce kravského mléka obsahuje trˇi hlavní proteiny, a sice β -laktoglobulin (β -lg),
α-laktalbumin (α-la) a krevní sérový albumin (BSA). Prˇedstavují zhruba 50 %, 20 % a 10 % celkového
syrovátkového proteinu v tomto porˇadí a stopová množství neˇkolika dalších proteinu˚, zejména lakto-
transferinu, serotransferinu a neˇkolika enzymu˚. Syrovátkové proteiny ovcí, koz a buvolu˚ jsou podobné
syrovátkovým proteinu˚m kravského mléka, ale jsou velmi rozdílné u mléka lidského. Proteiny β -lg a
α-la jsou syntetizovány v mlécˇné žláze a jsou pro mléko specifické. Další proteiny syrovátky pocházejí
z krve nebo mlécˇné tkáneˇ. Homogenní syrovátkové proteiny se v dnešní dobeˇ prˇipravují obvykle iontoveˇ
výmeˇnnou chromatografií na DEAE celulóze4.
β -laktoglobulin
• Je bílkovina kravského mléka tvorˇící 50 % syrovátkových bílkovin a 12 % celkových bílkovin
mléka. Je jedním z prvních vykrystalizovaných proteinu˚ a dlouhou dobu byl považován za krité-
rium homogenity. Je to typický globulární protein, který byl extenzivneˇ studován a velmi dobrˇe
charakterizován.
• Je hlavním syrovátkovým proteinem kravského, ovcˇího, kozího a buvolího mléka, mezi nimiž
však existují urcˇité druhové rozdíly. Pu˚vodneˇ se prˇedpokládalo, že je β -lg obsažen pouze v mléce
prˇežvýkavcu˚, ale zjistilo se, že jemu prˇíbuzný protein je obsažen také v mléce prasat, koní, klokanu˚,
delfínu˚ a mnoha dalších druhu˚. β -lg se nicméneˇ neobjevuje v mléce lidském, krysím, myším a
morcˇecím, v neˇmž je hlavním syrovátkovým proteinem α-lg.
• β -lg je bohatý na aminokyseliny obsahující síru, které dodávají bílkovineˇ velkou biologickou hod-
notu. Obzvlášteˇ cystein je velmi du˚ležitý, protože po tepelné denaturaci reaguje s disulfidy κ-
kaseinu a významneˇ ovlivnˇuje syrˇidlové srážení a tepelnou stabilitu mléka. Jsou také zodpoveˇdné
za varˇivou prˇíchut’ mléka.
• Jeho pravdeˇpodobnou fyziologickou funkcí je nosicˇství retinolu. Váže retinol do hydrofobní kapsy,
která jej chrání prˇed oxidací a prˇenáší z žaludku do tenkého strˇeva, kde je molekula retinolu vne-
4DEAE celulóza – diethylaminoethyl celulóza – derivát celulózy sloužící jako meˇnicˇ aniontu˚ ve chromatografii a dalších
aplikacích.
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sena na protein vázající retinol o podobné strukturˇe jako β -lg. Tím, že vedle výše uvedeného váže
rovneˇž mastné kyseliny, stimuluje lipolýzu.
[1, 4]
α-laktalbumin
• Prˇedstavuje 20 % syrovátkových proteinu˚ kravského mléka (3,5 % celkových proteinu˚) a je hlav-
ním proteinem mléka lidského. Je bohatý na tryptofan a síru prˇítomnou v cystinu a methioninu.
• Jednou z jeho nejdu˚ležiteˇjších rolí je syntéza laktózy. (UDP-D-Galaktóza + D-glukóza→ laktóza
+ UDP). Laktóza-syntetáza, která katalyzuje poslední krok biosyntézy laktózy, se skládá ze dvou
ru˚zných proteinových subjednotek A a B. A-protein je UDP-galaktosyl-transferáza a B-protein
je α-la. V neprˇítomnosti B-proteinu úcˇinkuje A-protein jako nespecifická galaktosyl-transferáza,
takže prˇenáší glukózu z UDP-galaktózy na ru˚zné akceptory, ale v prˇítomnosti B-proteinu se stává
vysoce specifickou. V tomto prˇípadeˇ prˇenáší galaktózu pouze na glukózu a tvorˇí tak laktózu. Kon-
centrace laktózy prˇímo souvisí s koncentrací α-la. Mléka morˇských savcu˚, která neobsahují α-la,
neobsahují ani laktózu. Protože je laktóza hlavní složkou mléka ovlivnˇující osmotický tlak, musí
být její syntéza du˚sledneˇ rˇízena, což je s nejveˇtší pravdeˇpodobností hlavní fyziologická úloha α-la.
Albumin krevního séra (BSA) Kravské mléko obsahuje jen malé množství BSA (0,1–0,4 g/l)
pravdeˇpodobneˇ jako du˚sledek jeho pru˚saku z krve. V krvi má albumin mnoho funkcí. V mléku ale nemá
velký význam. Váže kovy a mastné kyseliny. [1, 4]
Imunoglobuliny (Ig) Jsou ru˚znorodou skupinou protilátek pocházejících z krevního séra dojnice.
Jsou soucˇástí prˇirozeného antibakteriálního systému mléka, který zpomaluje ru˚st kontaminující mik-
roflóry v cˇerstveˇ nadojeném mléce. Obsah imunoglobulinu˚ není ve zralém mléce vysoký (0,6–1 g/l),
zatímco kolostrum jich obsahuje až 100 g/l Ig. Tato hladina se po porodu velmi rychle snižuje. Existuje
peˇt trˇíd imunoglobulinu˚ – IgA, IgG, IgD, IgE a IgM. V mléce se vyskytují IgA, IgG a IgM a deˇlí se na
další podtrˇídy, naprˇíklad IgG1 a IgG2. IgG se skládá ze dvou dlouhých (teˇžkých) a dvou krátkých (leh-
kých) polypeptidových rˇeteˇzcu˚ spojených disulfidickými mu˚stky. IgA tvorˇí dveˇ takové jednotky spojené
dohromady pomocí sekrecˇní a spojovací komponenty. IgM se skládá z peˇti spojených cˇtyrˇ-rˇeteˇzcových
jednotek.
Fyziologickou funkcí Ig je poskytování ru˚zných typu˚ imunity. Hlavním imunoglobulinem kravského
mléka je IgG1. Novorozená telata a mlád’ata dalších prˇežvýkavcu˚ neobsahují žádné Ig a jsou proto od-
kázány na prˇíjem Ig z mléka.
Aglutininy vyvolávají prˇi teplotách pod 15 °C shlukování tukových kulicˇek, které vede k rychlému
vyvstávání mlécˇného tuku do smetanové, snadno rozmíchatelné vrstvy. Soucˇasneˇ také dochází k shlu-
kování bakteriálních buneˇk a jejich adsorpci na povrch tukových kulicˇek, a tím k jejich akumulaci ve
smetanové vrstveˇ. Pokud dojde k inaktivaci aglutininu˚, mléko ztrácí schopnost rychlého vyvstávání tuku
v chladu. Acˇkoli je prˇi skladování mléka vyvstávání tuku trochu pomalejší, je vytvorˇená smetanová
vrstva tužší a špatneˇ rozmíchatelná.
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Globulární bílkoviny se v mléce vyskytují ve formeˇ koloidního roztoku. Z technologického hlediska
jsou významné prˇedevším následující vlastnosti:
• Termolabilita – prˇi tepelném ošetrˇení mléka nad 60–70 °C denaturují. V mléce nedochází k jejich
vysrážení, ale spojují se s κ-kaseinem a meˇní tak vlastnosti kaseinových micel, jako je zveˇtšení
jejich objemu a hydratacˇního obalu. Prˇi srážení kaseinu se vytvárˇí meˇkcˇí sraženina s menším sklo-
nem k synerezi a uvolnˇování syrovátky. To je pozitivneˇ hodnoceno prˇi výrobeˇ fermentovaných
mlécˇných výrobku˚, avšak nežádoucí prˇi výrobeˇ rˇady sýru˚. Dále zhoršují prˇístup proteolytických
enzymu˚ ke kaseinu – zpomalují sladké srážení mléka a zrání sýru˚.
• Rozbalením globulární struktury se odkryjí funkcˇní skupiny aminokyselin a tím se zprˇístupní che-
mickým reakcím. Významné jsou reakce -SH skupin, které vyvolávají varˇivou prˇíchut’ mléka po
vysokém tepelném ošetrˇení.
• -SH skupiny pu˚sobí jako antioxidacˇní cˇinidlo, cˇehož se využívá pro snížení rizika oxidacˇního
žluknutí mlécˇného tuku naprˇíklad v másle nebo v sušeném plnotucˇném mléce. [1, 4]
2.1.5 Soli
Mléko savcu˚ obsahuje všechny složky nutné k umožneˇní ru˚stu a vývoje novorozeného mládeˇte. K teˇmto
složkám rˇadíme také soli, zahrnující i citráty, fosfáty a chloridy draselné, sodné, horˇecˇnaté a vápenaté, a
to ve formeˇ iontu˚ v roztoku nebo koloidních látek v komplexu s kaseiny. Tyto látky jsou du˚ležité pro ru˚st
a vývoj kostí, pro mnohé buneˇcˇné funkce a pro udržování osmolality.
Všechny minerální látky mají v organismu své funkce a až do odstavení je mléko jediným zdrojem
teˇchto esenciálních prvku˚.
V této kapitole budu mít pod pojmem „soli” na mysli látky, které jsou a nebo mu˚žou být v mléce
prˇítomny jako nízkomolekulární ionty. Do této skupiny patrˇí anorganické i organické látky.
Soli v mléce mají výrazný vliv na mnoho vlastností mléka vcˇetneˇ formování a stability kaseino-
vých micel, pufracˇních vlastností a ru˚zných koligativních vlastností a také zastávají klícˇové biologické
role. Navíc mají soli v mléce silný vliv na stabilitu proteinu˚ beˇhem zpracování, texturu ru˚zných typu˚
bílkovinných gelu˚, strukturu a funkcˇnost sýru˚ a stabilitu emulze.
Mléko obsahuje velké množství vápenatých a fosfátových iontu˚, které existují v dynamické rovno-
váze s nerozpušteˇnými nebo koloidními formami.
Nerozpustná vápenato-fosfátová frakce existuje v roztoku v kaseinové micele. Rozdeˇlení solí mezi
koloidní (micelární) a sérovou (rozpustnou) fázi závisí na podmínkách prostrˇedí – pH, teploteˇ, koncen-
traci atd. V sérové fázi mohou být prˇítomny soli mléka jako iontové páry. Vápenaté a horˇecˇnaté ionty
se jako volné ionty vyskytují v nízkých koncentracích. Neˇkteré tvorˇí komplexy s citrátem a fosfátem
a nezanedbatelná množství jsou také spojena s kaseinovými micelami. Díky kaseinu˚m je mléko volneˇ
tekoucí kapalinou o nízké viskoziteˇ. Kaseiny rovneˇž umožnˇují transport vysokého množství vápníku a
fosfátu, které by se bez jejich prˇítomnosti v mlécˇné žláze vysrážely.
V kravském a lidském mléce je prˇítomno cˇtrnáct minerálních látek (Ca, Cl, Co, Cu, I, Fe, Mg, Mn,
Mo, Na, P, K, Se, Zn), které mají prokázané esenciální fyziologické funkce. Tyto ionty jsou strukturál-
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ními komponenty teˇlních tkání a esenciálními složkami mnoha enzymu˚ a dalších biologicky du˚ležitých
molekul. Soli Ar, B, Cr, F, Ni, Si a V nejsou považovány za esenciální, ale mohou být prospeˇšné. Další
minerální látky (Al, Br, Cd, Cs, Pb, Li, Sr, Cu, Ag, Ru, Sn) jsou normálneˇ prˇítomny ve velmi malých
množstvích. [4, 6]
2.1.5.1 Sodík a chlor
Sodíkový kation a chloridový anion jsou nutné pro udržení extracelulárního objemu a osmolarity
plazmy. Cˇloveˇk prˇežije extrémní prˇíjem sodíku od méneˇ než 0,2 g (1 mmol)/den až po 10,3 g (450 mmol)/den.
Za normálních okolností se deficit sodíku nebo chloridu˚ neobjevuje, teˇlo však mu˚že ztratit sodík a chlorid
za extrémních podmínek, naprˇíklad prˇi teˇžké perspiraci, chronickém pru˚jmu nebo ledvinovém onemoc-
neˇní. Deficit chloru u kojencu˚ je vzácný. Množství chloru v materˇském mléce není ovlivneˇno výživou
matky.
Mezi prˇíjmem sodíku a chloridu a koncentrací teˇchto elektrolytu˚ v mléce nebyl nalezen žádný vztah.
Sodík a chlorid jsou v mléce prˇítomny témeˇrˇ výlucˇneˇ jen jako volné ionty. Takrˇka všechen sodík a chlorid
z mléka je v trávicím traktu absorbován, veˇtšina z tohoto množství se však v teˇle neudrží. [4, 6]
2.1.5.2 Draslík
Draslík je du˚ležitým prvkem pro acidobazickou rovnováhu, udržení osmotického a krevního tlaku a
buneˇcˇný prˇíjem aminokyselin. Dále má funkci kofaktoru nebo aktivátoru mnoha enzymových systému˚
a uplatnˇuje se jak v membránovém transportu, tak sacharidovém a energetickém metabolismu. Pola-
rizace buneˇcˇné membrány závisí na vnitrˇní a vneˇjší koncentraci draslíku. Hlavní klinické poruchy prˇi
abnormálním prˇíjmu draslíku jsou spojeny se zmeˇneˇnou funkcí membrány, obzvlášteˇ nervosvalového a
srdecˇneˇ-cévního systému. Deficit i nadbytek cirkulujícího draslíku má za následek poruchy srdecˇní, sva-
lové a neurologické funkce. Neprˇíznivé efekty hypokalemie zahrnují srdecˇní arytmie, svalovou slabost a
glukózovou intoleranci.
Laktující dojnice mají velmi vysoké požadavky na draslík. Koncentrace sodíku v kolostru je vyšší než
ve zralém mléce. Mezi dietárním prˇíjmem draslíku a jeho koncentrací v mléce nebyl nalezen žádný vztah.
Témeˇrˇ všechen draslík z mléka je absorbován trávicím traktem. Mléko a mlécˇné produkty prˇispívají
k celkovému prˇíjmu draslíku velmi významneˇ, protože nejbohatší zdroje (zelenina a ovoce) cˇasto nejsou
konzumovány v doporucˇovaných množstvích. Deficit draslíku je nepravdeˇpodobný, pokud nedochází
k nadmeˇrným výživovým (pru˚jem), nebo ledvinovým (diuretika) ztrátám. [4, 6]
Technologický význam sodíku, chloridu˚ a draslíku spocˇívá v jejich vlivu na koligativní vlastnosti.
Ty jsou urcˇeny molární koncentrací, resp. aktivitou rozpustných látek v mléce, prˇibližneˇ z poloviny kon-
centrací laktózy a z poloviny rozpustnými solemi. Osmotický tlak syrového mléka je stálý, protože se
shoduje s osmotickým tlakem krevního séra dojnice. Tomu odpovídá pokles bodu tuhnutí vody v mléce
(bod mrazu mléka), jehož stanovení se využívá pro du˚kaz porušení mléka prˇídavkem vody. [1]
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2.1.5.3 Vápník
Je nejvíce zastoupeným minerálem v lidském teˇle, u dospeˇlých tvorˇí prˇibližneˇ 1 kg. Zhruba 1 %
celkového vápníku se nachází v extracelulárních tekutinách, intracelulárních strukturách a buneˇcˇných
membránách, kde slouží jako druhý posel, spojující intracelulární odpoveˇdi s extracelulárními signály.
Tato cˇást vápníku zprostrˇedkuje svalovou kontrakci, prˇenos nervového signálu a sekreci žláz. Zbývajících
99 % celkového vápníku je v kostech a zubech, kde jsou jeho chemické vlastnosti nezbytné pro funkci
skeletu a strukturu a funkci zubu˚.
Kostní tkánˇ je nahrazována v pru˚meˇru každých 10 až 12 let. Skeleton je metabolicky aktivní orgán a
musí procházet kontinuální remodelací po celý život, aby své vnitrˇní mikrostruktury prˇizpu˚sobil zmeˇnám
v mechanickém a fyziologickém prostrˇedí. Kost se obnovuje neustále, aby se minimalizovalo riziko
fraktury. [4, 6]
Mezi faktory prˇispívající k fragiliteˇ kosti patrˇí nízký prˇíjem vápníku, genetika, životní styl, kourˇení,
pokles produkce pohlavních hormonu˚ a neˇkteré léky. Deficit vápníku mu˚že vyvolávat krˇivici. Cˇastou
metabolickou kostní chorobou neznámé, ale zjevneˇ multifaktoriální etiologie je osteoporóza. Její vznik
je ovlivneˇn veˇkem, výživou, životním stylem, genetikou a endokrinními funkcemi.
Kalcium má v udržování kostního zdraví omezenou roli, protože adekvátní prˇíjem kalcia samotného
neposkytuje plnou ochranu proti ztráteˇ kostní hmoty, která je spojená s veˇkem a menopauzou.
V kravském mléce je 99 % vápníku ve frakci sbíraného mléka. Jeho množství se zvyšuje u mlék
bohatých na kaseiny. V kravském mléce mají dveˇ trˇetiny celkového vápníku micelární a jedna trˇetina
rozpustnou formu. Micelární kalcium-fosfát hraje klícˇovou roli v udržování struktury kaseinové micely
a jeho chemicko-fyzikální vlastnosti jsou využívány prˇi výrobeˇ mlécˇných produktu˚. [4, 6]
Z technologického hlediska jsou nejvýznamneˇjší obsah a formy vápníku v mléce, protože aktivita
vápenatých iontu˚ ovlivnˇuje koloidní stabilitu kaseinu˚, tedy jednak termostabilitu mléka, jednak sladké
srážení mléka a vlastnosti sýrˇeniny prˇi výrobeˇ sýru˚.
V jednom litru mléka je obsaženo pru˚meˇrneˇ 120 mg vápníku. Z toho 30 % je prˇítomno v rozpustné
formeˇ v mlécˇném séru prˇedevším jako hydrogenfosforecˇnan a citrát, méneˇ než 10 % je prˇítomno v diso-
ciované formeˇ. Prˇevážná cˇást je pak v mléce prˇítomna v nerozpustné formeˇ tzv. koloidního fosforecˇnanu
vápenatého, který je obsažen v kaseinových micelách. Mezi jednotlivými formami vápníku se vytvárˇí
rovnováha, která je závislá na rˇadeˇ faktoru˚ ovlivnˇujících vlastnosti kaseinu následujícím zpu˚sobem:
• Prˇi zvyšování kyselosti mléka, naprˇ. fermentací laktózy na kyselinu mlécˇnou, se zvyšuje podíl
rozpustného a disociovaného vápníku.
• Prˇi tepelném ošetrˇení mléka nad 60 °C prˇecházejí vápenaté ionty cˇástecˇneˇ na koloidní fosforecˇnan
vápenatý. Zmeˇna fosforecˇnanu vápenatého je vratná, ale pu˚vodní rozpustnosti je dosaženo velmi
pomalu.
• Aktivitu vápenatých iontu˚ zvyšuje prˇídavek sacharidu˚ a zvýšení iontové síly v mléce. Snížit ji lze
prˇídavkem fosforecˇnanu nebo citrátu s chelatacˇními úcˇinky.
[1]
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2.1.6 Enzymy
Mléko obsahuje stejneˇ jako ostatní potraviny rostlinného nebo živocˇišného pu˚vodu široké spektrum tzv.
nativních enzymu˚ pocházejících z mlécˇné žlázy. Rˇada z nich se podílí na prˇirozeném antibakteriálním
systému mléka, neˇkteré však také katalyzují biochemické reakce vedoucí ke vzniku senzorických vad
mlécˇných výrobku˚, prˇípadneˇ i ke zmeˇneˇ technologických vlastností. Hlavní složky mléka (laktóza, li-
pidy a proteiny) mohou být modifikovány exogenními enzymy, které jsou prˇidávány za úcˇelem indukce
specifických zmeˇn. Exogenní enzymy mohou být použity rovneˇž k analýze urcˇitých složek mléka. Mléko
navíc obsahuje mikroorganismy, které vylucˇují extracelulární enzymy, nebo uvolnˇují intracelulární en-
zymy po smrti a lýze buneˇk. Neˇkteré z teˇchto enzymu˚ mohou vyvolat nežádoucí zmeˇny, naprˇíklad hydro-
lytickou žluklost mléka a mlécˇných produktu˚, horˇkost a/nebo gelovateˇní UHT mléka, horˇkost šlehacˇky,
sladovou prˇíchut’ nebo horˇkost mléka. Mohou však také vyvolat žádoucí „flavour“ naprˇíklad u zralých
sýru˚.
V kravském mléce bylo zaznamenáno 60 endogenních enzymu˚. S výjimkou α-laktalbuminu, který
je enzymovým modifikátorem v syntéze laktózy, nemá veˇtšina z teˇchto enzymu˚ žádnou zrˇejmou fyziolo-
gickou úlohu. Pochází ze trˇí hlavních zdroju˚:
• Z krve prˇes defektní membránu mlécˇné bunˇky.
• Z cytoplazmy sekrecˇních buneˇk, z nichž neˇkteré jsou prˇíležitostneˇ zachyceny membránou tukové
globule (MFGM).
• Ze samotné MFGM, jejíž vneˇjší vrstva je odvozena z apikální membrány sekrecˇní bunˇky, která
postupneˇ vzniká v Golgiho membránách. Je pravdeˇpodobneˇ hlavním zdrojem teˇchto enzymu˚.
Enzymy mléka jsou technologicky významné z teˇchto hledisek:
1. Prˇispívají ke snížení (lipázy, proteázy, kyselé fosfatázy a xantinoxidáza) nebo uchování (sulfhydryl
oxidázy, superoxid dismutáza) kvality mléka.
2. Jsou indikátory tepelného zpracování mléka: alkalická fosfatáza, gama-glutamyltranspeptidáza,
laktoperoxidáza.
3. Jsou indikátory mastitidy: kataláza, N-acetyl-beta-D-glukosaminidáza, kyselá fosfatáza.
4. Vykazují antimikrobiální aktivitu: lysozym, laktoperoxidáza.
5. Jsou komercˇním zdrojem enzymu˚: ribonukleáza, laktoperoxidáza.
[1, 4]
2.1.7 Vitaminy
Du˚ležitým nutricˇním aspektem mlécˇných lipidu˚ je skutecˇnost, že jsou v tukové fázi rozpustné vitaminy
A, D, E a K.
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Mlécˇné tuky jsou významným zdrojem vitaminu A. Ten je du˚ležitý pro své biologické funkce v pro-
cesech vývoje embrya, ru˚stu a videˇní. Má trˇi primární formy – retinol, retinal a retinová kyselina. β -
karoten mu˚že být do urcˇité míry prˇemeˇnˇován na retinol a je proto nazýván provitaminem A. Celková
bioaktivita vitaminu A se získává soucˇtem koncentrací a aktivit ru˚zných forem vitaminu A. Jeho pru˚-
meˇrná bioaktivita je 12 retinolových ekvivalentu˚, nebo 40 IU/g5
Další významneˇ zastoupený vitamin v mléce prˇedstavuje vitamin E. Je úcˇinným akceptorem lipido-
vých peroxy-radikálu˚ a chrání tak nenasycené mastné kyseliny prˇed lipidovou peroxidací. [4]
Množství vitaminu E v živocˇišných produktech je obvykle nízké. Koncentrace alfa-tokoferolu v mléce
je mezi 0,2 a 0,7 mg/l a je pravdeˇpodobneˇ závislá na množství zkonzumovaného krávou. [8]
Vitamin D je prˇirozenou soucˇástí tucˇných ryb, masa, vajecˇného žloutku a mléka. Jeho množství
prˇítomné v teˇchto potravinách mu˚že být velmi ru˚zné. Kravské mléko obsahuje 0,1–1,5 mg/l vitaminu D
a není tedy jeho bohatým zdrojem. [8]
Ani vitamin K není v mléce zastoupen ve veˇtší mírˇe a konzumace mléka tak prˇispívá k jeho prˇíjmu
u dospeˇlých jen minimálneˇ. [8]
Hydrofilní vitaminy jsou pomeˇrneˇ stabilní, neukládají se do zásoby a jsou syntetizovány v trávicím
traktu bachorovou mikroflórou. Úcˇastní se metabolismu nukleových kyselin, bílkovin, sacharidu˚, tuku˚
a dalších látek. Mezi hydrofilní vitaminy mléka patrˇí vitamin B1, B2, B6, B12, kyselina pantothenová,
niacin, folacin, vitamin C a biotin.
2.1.8 Somatické bunˇky
Pocˇet somatických buneˇk, neboli leukocytu˚ v mléce je jedním z hlavních indikátoru˚ kvality mléka. Je-
jich zvýšený obsah mu˚že signalizovat prˇítomnost patogenní bakterie Staphylococcus aureus, která je
prˇícˇinou mastitidy. Dojnice, které mají hodnoty menší než 100 000 buneˇk/ml mléka jsou považovány za
neinfikované, zatímco hodnota 300 000 buneˇk/ml urcˇuje infikované jedince. [10]
2.2 Kaseiny
Kaseiny jsou syntetizovány v mlécˇné žláze za úcˇasti laktogenních hormonu˚ a dalších stimulu˚ a jsou
vylucˇovány jako velké koloidní agregáty zvané micely, které jsou zodpoveˇdné za mnoho jedinecˇných fy-
zikálních vlastností mléka. Díky jejich zastoupení a du˚ležitosti v mlécˇném pru˚myslu se staly populárním
cílem studia biochemiku˚. Navíc jsou kasiny pokládány za markery ru˚zných funkcí mlécˇné žlázy a byly
užity jako model pro studium vývoje a regulace mlécˇné žlázy. [4]
Prˇedstavují smeˇs asi 10-ti ru˚zných bílkovin a tvorˇí asi cˇtyrˇi peˇtiny bílkovin mléka. Jedná se o cˇtyrˇi
základní druhy fosfoproteinu˚ rozpustných v roztoku vápenatých iontu˚. V mléce jsou prˇítomny ve formeˇ
koloidní disperze. Vlivem hydrofobních sil se seskupuje prˇibližneˇ 20 molekul do tzv. Submicel (12–
15 nm), které pak dále agregují za úcˇasti fosforecˇnanu˚ a citrátu˚ vápenatých do micel o velikosti 50–
300 nm. V povrchové vrstveˇ micely se nachází κ-kasein, který není citlivý na vápenaté ionty a zabranˇuje
5IU – mezinárodní jednotka - meˇrná jednotka pro množství úcˇinné látky, založená na nameˇrˇeném biologickém pu˚sobení
nebo úcˇinku.
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spojování kaseinových micel vápníkovými mu˚stky. Pro zpracování mléka je du˚ležitá koloidní stabilita
kaseinu, která je ovlivnˇována celou rˇadou faktoru˚ vcˇetneˇ procesu˚ prˇi zpracování mléka.[1]
Kaseiny byly považovány za homogenní látky až do 20. let 20. století, kdy bylo dokázáno, že jsou slo-
ženy ze dvou samostatných frakcí. První z nich se sráží v prˇítomnosti vápníku a tvorˇí ji kalcium-senzitivní
kaseiny; druhá, která je zodpoveˇdná za stabilizaci první skupiny proti precipitaci, sestává z tzv. kalcium-
insenzitivních kaseinu˚. V roce 1939 byla použita na frakci kaseinu˚ technika zónové elektroforézy a byla
prokázána prˇítomnost trˇí samostatných složek, které byly pojmenovány jako A-, B- a G-kasein. Další vý-
voj elektroforézy odhalil ješteˇ veˇtší pocˇet složek prˇítomných v kaseinové frakci, nicméneˇ díky expanzi
molekulární biologie v 70. a 80. letech je nyní známo, že existují pouze 4 typy kaseinu˚. Tato heteroge-
nita, která byla prokázána elektroforézou, je du˚sledkem posttranslacˇních procesu˚, alternativního sestrˇihu
produktu genu nebo genetického polymorfismu.[4]
Všechny kaseiny vykazují tzv. mikroheterogenitu, která vzniká z peˇti prˇícˇin:
1. Variabilita ve stupni fosforylace Všechny cˇtyrˇi kaseiny jsou fosforylovány do urcˇité, ale varia-
bilní úrovneˇ.
Tabulka 5: Úrovenˇ fosforylace kaseinu˚
Kasein Pocˇet fosfátových zbytku˚
αS1-CN 8, vzácneˇ 9
αS1-CN 10, 11, 12 nebo 13
β -CN 5, vzácneˇ 4
κ-CN 1, vzácneˇ 2 nebo 3
2. Disulfidické vazby Dva hlavní kaseiny – αS1- a β -kasein neobsahují žádný cystein nebo cystin,
ale αS2- a κ-kasein obsahují dva cysteiny na mol, které beˇžneˇ existují ve formeˇ disulfidicky vázaných
dimeru˚. κ−kasein existuje jako série disulfidicky vázaných molekul v rozsahu od dimeru˚ po dekamery.
3. Hydrolýza primárních kaseinu˚ plazminem V roce 1969 se ukázalo, že frakce γ-kaseinu˚ je
velmi heterogenní a obsahuje nejméneˇ cˇtyrˇi rozdílné proteiny: γ-kasein, termosenzitivní kasein, R-kasein
a S-kasein. Pozdeˇji bylo zjišteˇno, že jsou tyto cˇtyrˇi proteiny C-koncovými fragmenty β -kaseinu a odšteˇ-
pují se v pru˚beˇhu proteolýzy plazminem1. γ-kaseiny veˇtšinou tvorˇí pouze 3 % celkového kaseinu, ale
jeho hladiny mohou být i vyšší (až 10 %) prˇi pozdní laktaci a mastitideˇ.
Izolovaný αS1- a αS2-kasein v roztoku je také velmi citlivý k plazminu. Hydrolýzou osmi peptido-
vých vazeb αS2−kaseinu vzniká 14 peptidu˚.
4. Variace ve stupni glykosylace κ-kasein je jediný z hlavních mlécˇných proteinu˚, který je beˇžneˇ
glykosylován. Úrovenˇ glykosylace se však liší, což má za následek 10 molekulárních forem κ-kaseinu.
5. Genetický polymorfizmus V roce 1956 se zjistilo, že syrovátkový protein β -lg existuje ve dvou
formách, A a B, které se liší jeden o druhého jen neˇkolika aminokyselinami. Mléko mu˚že obsahovat β -lg
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A nebo B nebo A i B. Na základeˇ prˇedchozího složení je pak mléko oznacˇeno jako AA, BB nebo AB.
Tento fenomén byl nazván genetickým polymorfismem a nakonec se ukázalo, že se objevuje u všech
proteinu˚ mléka. Prˇítomná genetická varianta se oznacˇuje latinským písmenem, naprˇíklad αS1-CN A-8P,
αS1-CN B-8P, αS1-CN – B-9P atd. [4]
αS1-kaseiny α-kaseiny jsou charakterizovány jejich nejveˇtší rozpustností v prˇítomnosti vápníku.
Rozlišení mezi αS1 a αS2 je založeno na jejich aminokyselinové sekvenci.
αS1-kasein je hlavní proteinovou frakcí kravského mléka. Je vysoce fosforylovaný a existuje ve
dvou formách. Jeho veˇtší forma obsahuje 8 a menší 9 vázaných fosfátových skupin v jednom molu
αS1-kaseinu. [11]
αS2-kaseiny αS2-kaseiny jsou také vysoce fosforylovány. Kravské mléko obsahuje cˇtyrˇi ru˚zneˇ fos-
forylované izoformy o 10-ti až 13-ti fosfátových skupinách v jednom molu. [11]
β -kasein β -kasein existuje v jedné plneˇ fosforylované formeˇ obsahující 5 fosfátu˚ na mol proteinu.
[11]
κ-kasein κ-kaseiny jsou jediné kaseiny, které jsou glykosylovány. Sacharidické skupiny jsou prˇi-
pojeny ke κ-kaseinu pomocí O-glykosidických vazeb ke zbytku˚m serinu a threoninu na C-koncové
cˇásti molekulami. Ke glykosylaci dochází posttranslacˇneˇ a je katalyzována membránoveˇ vázanými O-
glykosyl-transferázami Golgiho aparátu mlécˇných epiteliálních buneˇk. Glykosylace je zvýšená beˇhem
kolostrální periody cˇi v prˇípadeˇ infekce zvané mastitida, avšak snižuje se v následných obdobích laktace.
Sacharidická složka κ-kaseinu se skládá z galaktózy, N-acetyl galaktosaminu a N-acetyl neurami-
nové kyseliny. [11]
2.2.1 Struktura kaseinové micely
Asi 95 % kaseinu existuje v mléce ve formeˇ velkých koloidních cˇástic, tzv. micel. Kaseinové micely
obsahují zhruba 94 % proteinu a 6 % nízkomolekulárních látek – tzv. koloidní kalcium-fosfát, skládající
se z vápníku, horˇcˇíku, fosfátu a citrátu. Micely jsou vysoce hydratované, váží zhruba 2 g H2O na gram
proteinu.
Kaseinová micela má sférický tvar s pru˚meˇrem od 50 do 500 nm a hmotností od 106 do 109 Da.
V mléce je prˇítomno velké množství malých micel, které však reprezentují pouze malou cˇást celkového
objemu. Povrch micel je velký, a to 5x104 cm2 ml−1.
Vzhledem k tomu, že jsou micely koloidních rozmeˇru˚, mohou rozptylovat sveˇtlo. Bílá barva mléka je
tedy hlavneˇ du˚sledkem lehkého rozptylu kaseinovými micelami. Bílá barva se ztrácí, pokud jsou micely
porušeny, a to naprˇíklad odstraneˇním koloidního kalcium-fosfátu, zvýšením pH, nebo prˇidáním mocˇo-
viny nebo SDS. [4]
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Obrázek 3: Submicelový model kaseinové micely podle Walstra a Jennesse z roku 1984 [4]
Obrázek 4: Vliv okolních podmínek na rovnováhu solí a stabilitu micely [13]
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2.2.2 Využití kaseinu˚
Do 60. let 20. století se kasein využíval prˇednostneˇ v technických, nepotravinárˇských aplikacích: adhe-
zivum pro drˇevo, papírové obaly, lakování usneˇ, syntetická vlákna, plasty na knoflíky, spony atd.
Beˇhem posledních 30-ti let se kasein zacˇal využívat v potravinárˇství jako složka zlepšující fyzikální
a funkcˇní vlastnosti potravin, jako jsou šlehací, peˇnicí, želírující, zahušt’ovací, emulzifikacˇní, texturové a
nutricˇní vlastnosti. Prˇehled využítí kaseinu˚ v potravinárˇství je uveden v tabulce cˇ. 6 na následující straneˇ.
Sbírané mléko mu˚že být acidifikováno za tvorby kyselého kaseinu nebo ošetrˇeno enzymem, prˇicˇemž
vzniká tzv. syrˇidlový kasein. Vysrážená kaseinová sýrˇenina je oddeˇlena od syrovátky, promyta a sušena.
Ve vodeˇ rozpustné deriváty kyselých kaseinu˚, produkované reakcí s alkáliemi se nazývají kaseináty. [12]
Evropská komise prosadila návrh, aby od ledna 2009 mohl být do sýru˚ prˇidáván kasein a kaseináty až
do množství 10 %. Kasein je v sýrech analyticky neprokazatelný a i proto je Evropská komise nakloneˇna
tomu, aby možnost jeho prˇídavku byla volneˇjší. Dosud mohl být prˇídavek kaseinu povolen individuálneˇ
v prˇípadeˇ, že se jednalo o objektivní technologickou nutnost. Oponenti se obávají nežádoucího vlivu na
trh, bude-li se cˇást mléka nahrazovat jinou složkou. Rozhodovat budou spíše cenové relace. Odborníci
namítají, že použití kyselého kaseinátu má své omezení, nebot’ ovlivnˇuje vzhled, strukturu a chut’ sýra.
[14]
2.3 Faktory ovlivnˇující složení mléka
Složení mléka je ovlivneˇno mnoha faktory. Koncentraci tuku˚ a proteinu˚ meˇní mimo jiné výživa, prˇicˇemž
koncentrace tuku˚ je ke zmeˇnám ve výživeˇ nejvíce citlivá a mu˚že se pohybovat až v rozmezí trˇí procent.
Obsah bílkovin v mléce je determinován geneticky a je také významneˇ ovlivnˇován výživou a úrovní
bachorové fermentace. Ovlivneˇní obsahu bílkovin v mléce je složiteˇjší než u tuku. Koncentrace laktózy,
minerálních látek a dalších složek mléka neodpovídají na zmeˇny v dieteˇ prˇedvídatelneˇ. [15, 16]
2.3.1 Nenutricˇní faktory
2.3.1.1 Genetika
Schopnost produkce mléka závisí primárneˇ na genetickém základu, který urcˇuje míru rozvoje ak-
tivních žlázových tkání v mlécˇné žláze. Vysoko užitkové dojnice mají neˇkolikanásobneˇ veˇtší pocˇet žlá-
zových buneˇk než mají dojnice s nízkou produkcí. Realizace geneticky dané produkce mléka je však
naplnˇována jen za podmínek dostatecˇného zásobení dojnice živinami obsaženými v jejich krmné dávce
a prˇemeˇnˇovanými v jejím organismu na živiny mléka. [22]
Plemeno Složení mléka se podstatneˇ meˇní v závislosti na plemeni dojnice. Plemena Jersey a
Guernsey6 dávají mléko s vyšším obsahem tuku a proteinu než plemena Shorthorns a Friesians. Krávy
zebu7 dávají mléko obsahující až 7 % tuku. [19]
6Plemena Jersey, Guernsey, Shorthorns – anglická plemena Friesians – skot fríský - pu˚vodní oznacˇení pro cˇernostrakaté
plemeno nížinného skotu s masomlécˇnou užitkovostí chované v Nizozemí
7Kráva Zebu – druh domácího skotu pu˚vodem z jižní Asie
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Tabulka 6: Využití kaseinu v potravinárˇství [4]
Výrobky Použití Funkce
Pekárenské
Sušenky, snídanˇové cereálie, teˇstoviny,
mražené dorty a teˇstoviny, proteinové
tycˇinky
Nutricˇní, senzorická, emulgacˇní,
konzistence teˇsta, textura, objem
Mlécˇné
Imitace sýru˚ (rostlinný olej,
kasein/kaseináty, su˚l, voda)
Vazba tuku a vody, posílení textury,
tavící vlastnosti, lepkavost
Sušené mléko do kávy (rostlinný tuk,
sacharidy, kaseinát sodný,
stabilizátory a emulgátory)
Emulgátor, beˇlidlo, posílení textury,
senzorické vlastnosti
Jogurty a další kultivované mlécˇné
produkty
Zvyšuje pevnost gelu, redukce
synereze
Mlécˇné nápoje, imitace mléka,
fortifikace mléka, mlécˇné koktejly
Nutricˇní, emulgacˇní, peˇnicí vlastnosti
Vysokotucˇné prášky, pokrmové tuky,
šlehacˇky, rostlinné mazací tuky
Emulgacˇní, zlepšení textury,
senzorické vlastnosti
Nápoje
Cˇokoládové nápoje, šumivé nápoje,
ovocné nápoje
Stabilizátor, šlehací a šumivé
vlastnosti
Krémové likéry, aperitivy Emulgacˇní
Víno, pivo
Odstranˇování kalu˚, cˇerˇení,
odstranˇování barvy a trpkosti
Cukrárˇství Karamel
Propu˚jcˇuje pevnou, pružnou, žvýkací
strukturu, váže vodu, emulgacˇní
Masné
výrobky
Párky, klobásy
Emulgacˇní, váže vodu, zlepšuje
konzistenci, uvolnˇuje proteiny pro
tvorbu gelu
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Obsah laktózy je u ru˚zných plemen zhruba stejný, obsah tuku a proteinu˚ se však cˇasto výrazneˇ liší.
[18]
Obrázek 5: Typické složení mléka u ru˚zných plemen
Tabulka 7: Typické pru˚meˇrné hodnoty obsahu tuku, proteinu a laktózy u ru˚zných plemen
Složka Plemeno
Holštýnské Jersey Ayrshire Guernsey
Tuk [%] 3,6 4,8 3,9 4,6
Protein [%] 3,2 3,8 3,3 3,6
Laktóza [%] 4,7 4,9 4,9 4,9
Variabilita mezi krávami v rámci plemene Teoretický obsah tuku, proteinu i laktózy v mléce
jednotlivých dojnic je urcˇen genetikou. Proto mu˚že být pro zlepšení kvality mléka použito selektivní
krˇížení. Genetika také urcˇuje potenciál produkce mléka každého zvírˇete. [19]
Genetický polymorfismus Polymorfismus genu˚ kódujících mlécˇné proteiny je zodpoveˇdný za va-
riabilitu jejich exprese a ovlivnˇuje takto proteinové složení mléka. Byly zaznamenány kvantitativní efekty
teˇchto variant ve složení mléka. Alela B β -lg je spojena s vyšším obsahem kaseinu˚ a tuku v mléce, za-
tímco mléko holštýnských krav s AA genotypem β -laktoglobulinu vykazuje vyšší obsah syrovátkových
bílkovin a celkového proteinu. β -kasein (A2), κ-kasein (B) a β -laktoglobulin spolecˇneˇ zlepšují obsah
proteinu˚ a tuku˚. Alely A2 β -kaseinu a B κ-kaseinu nemají samy o sobeˇ pozitivní vliv na produkci mléka
a mlécˇného proteinu. Spolecˇneˇ ovšem pu˚sobí pozitivneˇ. BB κ-kasein zvyšuje podíl bílkovin v mléce.
Mlécˇnou produkci zvyšuje B alela αS1-kaseinu a A alela β -kaseinu. Veˇtšina prací naznacˇuje, že alela
A αS1-kaseinu, A2 β -kaseinu a B alela κ-kaseinu pozitivneˇ pu˚sobí na produkci mléka. Závisí to ovšem
i na plemeni. Naprˇíklad u slovenského strakatého skotu genotyp AA κ-kaseinu produkuje nejvíce tuku,
zatímco u krav holštýnského plemene jsou to dojnice s genotypem BB. [16, 17]
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Zmeˇny ve složení mléka pomocí tradicˇních šlechticích technik se projevují pomalu, nové techniky
genetické manipulace by však v budoucnu mohly umožnit rychlejší vývoj.
2.3.1.2 Intervaly mezi dojeními
Obsah tuku v mléce se podstatneˇ liší mezi ranním a vecˇerním dojením, protože interval mezi ranním
a vecˇerním dojením je o mnoho kratší než mezi vecˇerním a ranním dojením. Kdyby byly krávy dojeny ve
12-hodinových intervalech, rozdíly v obsahu tuku mezi dojeními by byly zanedbatelné, ale to veˇtšinou
není prakticky možné. [19]
2.3.1.3 Stádium laktace
U dojnic rozlišujeme trˇi fáze laktace. Pocˇátecˇní fáze trvá do 100. dne od zacˇátku laktace, strˇední fáze
do 200. dne a pozdní laktace trvá od 201. dne do konce laktace.
Složení mlécˇné proteinové frakce je ru˚zné beˇhem laktace, aby se tak vyrovnávaly meˇnící se dietní
požadavky telete. Zmeˇny ve složení proteinu mléka mohou významneˇ ovlivnˇovat technologické vlast-
nosti mléka a snižovat jeho kvalitu jako surového materiálu pro produkci dalších mlécˇných produktu˚.
[20]
Koncentrace mlécˇného tuku a proteinu je nejvyšší v cˇasné a pozdní fázi laktace a nejnižší ve strˇední
fázi, kdy produkce mléka dosahuje maximálních hodnot. Zvýšení výteˇžku mléka je veˇtšinou následováno
poklesem v procentuálním zastoupení mlécˇného tuku a proteinu, zatímco výteˇžky teˇchto složek zu˚stávají
nezmeˇneˇné nebo se zvyšují. [15]
Obrázek 6: Rozdíly ve složkách mléka v pru˚beˇhu laktace [19]
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Zmeˇnám v obsahu kaseinu˚ v závislosti na stádiu laktace se veˇnovala studie jedné norské univerzity.8
Podle jejich zjišteˇní bylo množství všech kaseinu˚ nejvyšší v prvních dvou týdnech laktace, což odpovídá
tomu, že podíl kaseinu˚ je v cˇasné laktaci nejvyšší ve srovnání s ostatními intervaly. Množství αS1 a
αS1 kaseinu˚ se v pru˚beˇhu laktace významneˇ snížila. Obsah κ-kaseinu i γ-kaseinu byl v prvních dvou
týdnech také významneˇ zvýšený. Podobná, ale méneˇ výrazná tendence byla pozorována taktéž u obsahu
β -kaseinu. [20]
2.3.1.4 Nemoci
Nejcˇasteˇjší nemocí krav ovlivnˇující vlastnosti mléka je mastitida, acˇkoli obsah složek mléka a jejich
rozdeˇlení mohou ovlivnit i jiné choroby. Zmeˇny ve složení mléka spojené se zvýšenými pocˇty somatic-
kých buneˇk jsou uvedeny v tabulce cˇ. 8.
Mastitida má za následek pokles obsahu tuku a kaseinu a zvýšení obsahu syrovátkových bílkovin
v mléce. Tyto zmeˇny ve spojení se zmeˇnami v obsahu laktózy, minerálních látek a pH mléka mají za ná-
sledek nižší výteˇžky sýru a zmeˇneˇné výrobní vlastnosti mléka. Mléko se zvýšeným pocˇtem somatických
buneˇk vykazuje vyšší koagulacˇní cˇas a tvorˇí slabší sýrˇeniny než mléko s nižším pocˇtem somatických
buneˇk. [15, 19]
Tabulka 8: Zmeˇny ve složení mléka spojené se zvýšenými pocˇty somatických buneˇk (SCC) [15]
Složka Normální mléko [%] Mléko s vysokým SCC [%]
Beztuková sušina 8,900 8,800
Tuk 3,500 3,200
Laktóza 4,900 4,400
Bílkoviny (celkem) 3,610 3,560
Kaseiny 2,800 2,300
Syrovátkové bílkoviny 0,800 1,300
Sodík 0,057 0,105
Chlorid 0,091 0,147
Draslík 0,173 0,157
Vápník 0,120 0,040
2.3.1.5 Rocˇní období
Obsah tuku a bílkovin v mléce je nejvyšší na podzim a v zimeˇ a nejnižší na jarˇe a v léteˇ. Tyto rozdíly
jsou spojeny s druhem dostupné potravy v teˇchto obdobích a s klimatickými podmínkami. Jarní pastvy
mají výrazný vliv na redukci množství tuku v mléce. Vysoké teploty a vlhkost omezují prˇíjem suchého
krmiva a následkem toho i energie, což ovlivnˇuje pufrovací kapacitu bachoru.
Nízké pH bachoru pak snižuje obsah tuku v mléce. [15, 21]
8The Norwegian University of Life Sciences
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2.3.1.6 Veˇk dojnice
Zatímco obsah tuku v mléce zu˚stává s rostoucím veˇkem dojnice relativneˇ stálý (úbytek 0,02 % za
dojení), úbytek obsahu tukuprosté sušiny je mnohem veˇtší.
2.3.2 Nutricˇní faktory
Pro syntézu 30 litru˚ mléka s celkovým obsahem bílkovin 1050 g je potrˇeba, aby dojnice prˇijímala denneˇ
asi 2000 g bílkovinných zdroju˚. V prˇedžaludku se mikrobiální cˇinností vytvorˇí asi 1400 g bílkovin mik-
robiální biomasy.
Nedostatky ve výživeˇ dojnic se neprojevují samostatneˇ a specificky jen na kvaliteˇ mléka. Obvykle se
první nedostatky objevují v reprodukci a zhoršení zdravotního stavu dojnice. Pak je ovlivneˇna produkce a
nakonec je ovlivneˇna kvalita produktu. To se týká kvality mléka vyjádrˇené poruchou tvorby jednotlivých
složek. Neˇkteré látky ovlivnˇují vu˚ni a chut’ mléka. Jejich ovlivneˇní však trvá jenom po dobu jejich
prˇítomnosti v mléce. Látky vykazující toxické úcˇinky mohou narušit zdravotní stav dojnic, který podle
stupneˇ narušení ovlivní i kvalitativní hodnotu mléka. [22]
Obrázek 7: Produkce mléka v závislosti na fázi laktace [30]
Na pocˇátku fáze cˇasné laktace krávy dosahují vrcholné produkce mléka (2. meˇsíc laktace u Holštýn-
ského plemene). Prˇíjem krmiva zaostává a krávy obvykle ztrácejí hmotnost. Negativní energetickou bi-
lanci minimalizuje zvýšený prˇíjem krmiva. Jakmile se energetická bilance krav posune do pozitivních
hodnot, teˇlesná váha je získána zpeˇt, ztráty teˇlesné kondice jsou minimalizovány a krávy produkují mléko
s normálním obsahem tuku a proteinu. Krávy by meˇly dosáhnout vrcholné produkce mezi 4. a 8. týdnem
laktace. Poté - mezi 10. a 14. týdnem laktace – následuje vysoký prˇíjem sušiny. [21, 30]
Bílkoviny mléka v mlécˇné žláze jsou syntetizovány prˇevážneˇ z aminokyselin v krvi. Produkce bíl-
kovin je obvykle limitována tou aminokyselinou, kterou je kráva zásobována nejméneˇ vzhledem k jejím
požadavku˚m. Tato aminokyselina se nazývá první limitující aminokyselina. Je to chybeˇjící cˇlánek pro-
teinového rˇeteˇzce a když není k dispozici, produkce proteinu je zastavena. Energie, at’ už z glukózy
nebo acetátu, také omezuje syntézu bílkovin mléka. Mikroby bachoru poskytují 50–75 % aminokyselin
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a proteiny nedegradované v bachoru (tzv. bypass protein, neboli chráneˇný protein) poskytují ten zbytek.
Efektivita prˇemeˇny dusíku z potravy na bílkovinu mléka je vcelku nízká (25–30 %). Kráva využívá ami-
nokyseliny také pro funkci strˇev, jater a dalších tkání. Kvu˚li tomu se mléko dietou nemeˇní jednoduše. Pro
produkci proteinu˚ mléka je více než množství individuálních aminokyselin du˚ležitá bilance aminokyselin
dostupná pro produkci proteinu v mlécˇné žláze. [21]
Studie in vitro ukázaly, že syntéza proteinu bunˇkami mlécˇné žlázy v kulturˇe mu˚že za prˇítomnosti
zvýšeného množství esenciálních aminokyselin vzru˚st o 20 až 460 % [29]
Krmení dietou s nedostatecˇným obsahem bílkovin mu˚že snížit obsah proteinu v mléce i výteˇžek
mlécˇného proteinu. Nadbytek proteinu v dieteˇ však obsah proteinu v mléce nezvýší nad možnosti dojnice
dané genetikou. [29]
Tuk a bílkoviny jsou efektivneˇji utilizovány v prˇípadeˇ, že jsou odolné k degradaci v bachoru. Existují
komercˇní zdroje chráneˇných aminokyselin (prˇed degradací v bachoru), ale je nutné zvážit pomeˇr benefitu
vzhledem k ceneˇ. [26]
Optimalizace rovnováhy mezi syntézou mikrobiálního proteinu a degradací v bachoru mu˚že snížit
exkreci dusíku a následneˇ i ztráty dusíku do prostrˇedí. [25]
2.3.2.1 Mikrobi bachoru – tzv. bachorˇci
Pokud je zapotrˇebí zvýšit obsah proteinu v mléce, je nutné zameˇrˇit se prˇedevším na bachorˇce, což
znamená poskytnout jim vysoce stravitelné píce, zvýšit prˇíjem sušiny, vyhnout se subklinickým aci-
dózám, poskytnout jim vhodné množství rozpustného a degradovatelného proteinu a sladit prˇíjem sa-
charidu˚ a proteinu˚ v cˇase. Aminokyselinový profil bachorˇcu˚ je velmi podobný profilu aminokyselin
obsažených v bílkovinách mléka. Mikrobiální aminokyseliny jsou proto krávou jednoduše a efektivneˇ
prˇemeˇnˇovány na proteiny mléka. [21]
Mikrobiální protein produkovaný v bachoru je jedním z nejkvalitneˇjších proteinu˚, který mu˚že být
nakonec vystaven gastrointestinálnímu trávení a absorpci. [29]
2.3.2.2 Protein nedegradovatelný bachorem
Smeˇs aminokyselin v bachoru nedegradovatelném proteinu bude ovlivnˇovat produkci mléka. Existují
jednotlivé „chráneˇné aminokyseliny“ (v bachoru nedegradované), které se vmíchávají do krmiv. Smeˇs
teˇchto aminokyselin by meˇla poskytnout aminokyselinový profil, který doplnˇuje mikrobiální protein tvo-
rˇený v bachoru. Cílem je zkombinovat oba zdroje tak, aby se vytvorˇila zásoba aminokyselin, která je
potrˇebná pro produkci mlécˇného proteinu. [21, 29]
2.3.2.3 Zdroje sacharidu˚
Pro udržení produkce mlécˇného proteinu je du˚ležité zajistit dostatecˇný prˇísun energie. V cˇasné lak-
taci stimuluje zvýšená energie jak produkci mléka, tak mlécˇného proteinu s malým vlivem na procentu-
ální zastoupení proteinu v mléce. Zvýšená spotrˇeba energie zvyšuje do urcˇité míry koncentraci proteinu
v pru˚beˇhu laktace. Neˇkteré z teˇchto projevu˚ mohou být du˚sledkem veˇtšího množství glukózy a ace-
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tátu dostupného v mlécˇné žláze. Výrazneˇjší množství energie však mu˚že prˇednostneˇ vyvolávat vzestup
syntézy mikrobiálního proteinu, který podporuje tvorbu aminokyselin v mlécˇné žláze. Dieta obsahující
nadmeˇrná množství rychle fermentovatelných sacharidu˚ zvyšuje obsah proteinu o 1 až 2 g na 1 kg a mu˚že
zveˇtšit výteˇžky mléka a proteinu. Na druhé straneˇ však mu˚že zpu˚sobit trávicí a metabolické problémy.
[21, 29]
2.3.2.4 Tuk v krmivu
Nadmeˇrné množství tuku ve výživeˇ snižuje obsah proteinu v mléce, du˚vod však zatím není zcela
jasný. Náhradou sacharidu˚ tukem se pravdeˇpodobneˇ potlacˇí syntéza mikrobiálního proteinu, a tak se
sníží množství aminokyselin dostupných v mlécˇné žláze. Tuk mu˚že navíc prˇímo inhibovat ru˚st urcˇitých
mikrobu˚. Omezené množství du˚kazu˚ naznacˇuje, že nadmeˇrné lipidy mohou meˇnit zpu˚sob, jakým zvírˇata
zpracovávají a využívají aminokyseliny. [21]
2.3.2.5 Sója
Sója je jednou z nejstarších kulturních plodin a pochází z východní Asie. Do Evropy se dostala až
ve 20. století. V soucˇasné dobeˇ jsou jejím nejveˇtším producentem a vývozcem USA [23]. Využívá se
v potravinárˇství i k výrobeˇ krmiv. Pro výživu lidí se ze sójových bobu˚ vyrábí olej, mouky, omácˇky,
mléko, sójový sýr tofu a sójové maso. V krmivárˇství se využívají celé sójové boby, ale cˇasteˇji se uplat-
nˇují odpadní suroviny z tukového pru˚myslu, pokrutiny nebo extrahované šroty. Celé neodtucˇneˇné boby
se využívají hlavneˇ v krmných dávkách vysoce produkcˇních dojnic, kde výrazneˇ zvyšují energetickou
hodnotu dávky. Pokrutiny a extrahované šroty se využívají jako zdroj bílkovin v krmných smeˇsích pro
všechna hospodárˇská zvírˇata a cˇástecˇneˇ se jimi nahrazují živocˇišná krmiva i v neˇkterých kompletních
krmivech pro masožravce. [23]
Celá sójová zrna mají díky vysokému obsahu tuku (15–20 %) nejvyšší energetickou hodnotu ze
všech lušteˇnin. Tuk se vyznacˇuje vysokým obsahem nenasycených mastných kyselin, z nichž esenciální
kyselina linolová prˇedstavuje asi 50 %. Pro sóju je charakteristický také velmi vysoký obsah dusíkatých
látek (35–40 %). Bílkoviny mají díky zastoupení esenciálních aminokyselin vysokou biologickou hod-
notu a ze všech lušteˇnin obsahují nejvíc lyzinu. Proto se také využívají pro výrobu strukturální bílkoviny,
kterou lze zpracovat do podoby sójového masa. [23]
Surové sójové boby však neobsahují jen dostatek bílkovin a energie, ale také neúnosneˇ vysoký podíl
vlhkosti a zejména nežádoucí obsah antinutricˇních látek. Patrˇí k nim antigenní bílkoviny, které mohou
vyvolávat potravní alergie a inhibitory trypsinu, které blokují trávicí enzymy a tím zhoršují využitelnost
bílkovin. Protože inhibitory trypsinu jsou termolabilní, sója se tepelneˇ upravuje toastováním nebo extruzí.
[23, 24]
2.3.2.6 Rˇepka olejná
Pu˚vodní výskyt rˇepky je vázán na strˇedomorˇí. Tato plodina se peˇstuje ve dvou formách – rˇepka jarní
a ozimá. Ozimý typ má výrazneˇ užší areál rozšírˇení. Peˇstování rˇepky na našem území se prˇedpokládá
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již v 8.–10. století. V období strˇedoveˇku nalezla semena rˇepky uplatneˇní pro výrobu oleju˚ na svícení
a mazání cˇi pro mydlárˇství. V Cˇechách se její peˇstování ujalo hlavneˇ v letech 1820–1839 a ve velkém
rozsahu je peˇstována od roku 1942. Od roku 1974 se plochy ozimé odru˚dy rˇepky s minimálním obsahem
kyseliny erukové zacˇaly rychle šírˇit. Podarˇilo se zjednodušit peˇstování, podstatneˇ zvýšit výnosy a zásad-
ním zpu˚sobem zmeˇnit kvalitu oleju˚, která vyhovuje nároku˚m zpracovatelu˚ a potravinárˇu˚. Po roce 1990
se zacˇala rˇepka uplatnˇovat jako energetická surovina a od roku 2000 se stala nejvýznamneˇjší exportní
komoditou rostlinné výroby CˇR. Rˇepka je velmi významnou a ceneˇnou plodinou. Patrˇí k nejdu˚ležiteˇjším
olejným rostlinám. [31]
Semena rˇepky olejné jsou bohatá na nenasycené mastné kyseliny, které procházejí trávicím traktem
dojnice do jejich mléka. Jednou z teˇchto mastných kyselin je kyselina olejová, která je zodpoveˇdná za to,
že máslo vyprodukované z tohoto mléka je roztíratelné i za nižší teploty. Rˇepkové semeno se do krmné
dávky dodává rozmacˇkané ve formeˇ pelet (pokrutin), protože by bez této úpravy prošlo trávicím traktem
dojnice bez užitku. [26]
Semena rˇepky obsahují vysoká množství nenasycených mastných kyselin, hlavneˇ olejové a linolové
kyseliny. Zásobování dojnic teˇmito tuky ve formeˇ rozmacˇkaných nebo chemicky ošetrˇených semen se
ukázalo jako zajímavý zpu˚sob, jak ovlivnit složení mlécˇného tuku bez vedlejších vlivu˚ na metabolismus
bachoru. [28]
Zarˇazení jak soji, tak i rˇepky olejné do krmiva zpu˚sobuje zmeˇny ve složení mastných kyselin produ-
kovaného mléka. Nenasycené 18-ti uhlíkaté mastné kyseliny v teˇchto olejninách jsou v bachoru hydroge-
novány na kyselinu stearovou (18:0). Ta je pak absorbována ze strˇeva a prˇemeˇneˇna na kyselinu olejovou
(18:1) v mlécˇné žláze desaturázou. Intenzivneˇjší zásobování stearové kyseliny do žlázy má za následek
vedle zvýšení hladiny olejové kyseliny v mlécˇném tuku také snížení kyseliny palmitové (16:0). [27]
2.4 Stanovení kaseinu˚ kapilární elektroforézou
2.4.1 Princip kapilární elektroforézy
Kapilární elektroforéza je metoda sloužící k analýze cˇi mikropreparaci látek vzájemneˇ od sebe oddeˇle-
ných úcˇinkem elektrického pole beˇhem elektromigrace vzorku v roztoku. Nejbeˇžneˇjší variantou kapilární
elektroforézy je kapilární zónová elektroforéza (CZE). Dalšími variantami jsou micelární elektrokine-
tická kapilární chromatografie, kapilární gelová elektroforéza a kapilární izoelektrická fokusace.
2.4.1.1 Elektroforetická pohyblivost
Ústrˇední velicˇinou elektromigracˇních separacˇních metod je elektroforetická pohyblivost (mobilita) m,
definovaná jako rychlost pohybu nabitých cˇástic v kapalném prostrˇedí ve stejnosmeˇrném elektrickém poli
o jednotkové intenziteˇ. [33]
Rychlost iontu vyjadrˇuje vztah:
νi = µi ∗E,
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kde νi je rychlost (m.s−1), µi elektroforetická pohyblivost iontu (m2.V−1.s−1) a E je intenzita stejno-
smeˇrného elektrického pole (V.cm−1).
Elektroforetická pohyblivost µi je pro daný ion a prostrˇedí konstantní a je vyjádrˇená jako:
µi = q6piriη ,
kde q je náboj iontu, r je polomeˇr iontu a η je viskozita prostrˇedí. Z této rovnice je jasné, že malé
ionty s vysokým nábojem mají vysokou mobilitu, zatímco nízkou mobilitu mají málo nabité velké ionty.
V nekonecˇneˇ zrˇedeˇných roztocích je iontová mobilita pro daný ion konstantní a nazývá se absolutní mo-
bilita, µ0. Ve skutecˇnosti ovšem elektroforetické separace neprobíhají v nekonecˇneˇ zrˇedeˇných roztocích,
ale v roztocích o konecˇných koncentracích. V tomto prˇípadeˇ iontová pohyblivost není konstantní a zá-
visí na koncentraci elektrolytového systému. Rychlost migrace iontu˚ v takovémto systému je menší než
v podmínkách nekonecˇného zrˇedeˇní a je dána rovnicí:
νi = µa ∗E,
kde µa je aktuální pohyblivost. [34]
2.4.1.2 Elektroosmotický tok (EOF)
Kromeˇ elektroforetického pohybu je cˇastým transportním jevem v kapilárních elektromigracˇních
metodách elektroosmotický tok. Vzniká pu˚sobením stejnosmeˇrného elektrického pole na difuzní cˇást
elektrické dvojvrstvy na rozhraní pevné a kapalné fáze u vnitrˇní steˇny kapiláry. [33]
Vznik elektrické dvojvrstvy je du˚sledkem selektivní adsorpce jednoho druhu iontu˚ na steˇnu kapiláry
a/nebo disociace ionogenních skupin na vnitrˇním povrchu kapiláry (naprˇ. silanolových skupin v prˇípadeˇ
nejcˇasteˇji používaných krˇemenných kapilár). Adsorbované nebo disociací vzniklé ionty vytvárˇí na steˇneˇ
imobilizovanou cˇást elektrické dvojvrstvy, zatímco v její difuzní cˇásti smeˇrem do roztoku zu˚stává prˇeby-
tek volného náboje. Tím se v blízkosti steˇny vytvárˇí potenciální rozdíl, jehož cˇást vyskytující se v difuzní
oblasti elektrické dvojvrstvy se nazývá elektrokinetický potenciál nebo též zeta potenciál. Pu˚sobením
stejnosmeˇrného pole v podélném smeˇru kapiláry se uvádí do pohybu nejen difuzní cˇást elektrické dvoj-
vrstvy, ale prostrˇednictvím vnitrˇního trˇení v kapalineˇ i veškerý roztok prˇítomný v kapilárˇe. Elektroosmo-
tický tok unáší všechny prˇítomné ionty stejnou rychlostí, tj. z hlediska separace pu˚sobí jako neselektivní
síla, významneˇ však ovlivnˇuje výslednou migracˇní rychlost prˇítomných analytu˚ a tím i úcˇinnost separace
a dobu analýzy. [33]
Uvnitrˇ krˇemenné kapiláry dochází vlivem prˇítomnosti elektrolytu ke generování trˇí vrstev. První
prˇedstavuje záporneˇ nabitá steˇna kapiláry, která je nepohyblivá, druhou tvorˇí difusní vrstva kationtu˚ vy-
rovnávající záporný náboj kapilární steˇny. V elektrickém poli se pak tato prˇilehlá vrstva pohybuje smeˇrem
ke katodeˇ. Takto generovaný elektroosmotický tok mu˚že být veˇtší, než jsou vlastní elektroforetické po-
hyblivosti iontu˚ obsažené ve vzorku. Du˚sledkem tohoto je, že kationty i anionty mohou být separovány
soucˇasneˇ beˇhem jedné analýzy. První v porˇadí migrují nejmenší kationty s nejvyšším nábojem, prˇicˇemž
jejich rychlost klesá se snižujícím se nábojem. Po kationech spolecˇneˇ s EOF migrují všechny elektro-
neutrální látky. Separacˇní porˇadí aniontu˚, migrujících po EOF, je opacˇné než porˇadí kationtu˚ a nejveˇtší
anionty s nejnižším nábojem migrují drˇíve než malé a více nabité anionty. [34]
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Obrázek 8: Migrace iontu˚ v prˇítomnosti elektroosmotického toku [34]
Velikost EOF je možné vyjádrˇit jako rychlost nebo pohyblivost pomocí vzorcu˚:
νEOF = εζη E
µEOF = εζη ,
kde ζ je zeta potenciál, εje dielektrická konstanta a η je viskozita. Generovaný elektroosmotický tok
závisí na složení elektrolytu tak, že klesá se snižujícím se pH (slabší disociace silanolových skupin) a
stoupá s jeho rostoucí iontovou silou. [34]
Zeta potenciál je v podstateˇ urcˇen povrchovou hustotou náboje na vnitrˇní steˇneˇ kapiláry. Jelikož
disociace ionogenních silanolových skupin na vnitrˇním povrchu krˇemenných kapilár je závislá na pH
roztoku, jímž je kapilára naplneˇna, je elektroosmotický tok v krˇemenných kapilárách silneˇ závislý na pH
nosného elektrolytu prˇi elektromigracˇních separacích. [34]
2.4.2 Instrumentace
Základní prˇístroj kapilární elektroforézy se skládá z dávkovacího systému, separacˇní kapiláry, zdroje
vysokého stejnosmeˇrného napeˇtí a detektoru. [34]
2.4.2.1 Dávkovací systém
Pro nadávkování vzorku jsou prakticky používány dveˇ možné varianty:
• Dávkování hydrodynamické. Je provádeˇno aplikací gradientu tlaku po urcˇitou dobu. Je rovno-
meˇrné pro všechny analyty (nadávkovaná zóna v kapilárˇe prˇesneˇ odpovídá pu˚vodnímu složení
vzorku).
• Dávkování elektrokinetické: Je uskutecˇneˇno aplikací vysokého napeˇtí po urcˇitou dobu, což v praxi
vypadá podobneˇ jako samotná separace jen s tím rozdílem, že se po dobu dávkování zameˇní zá-
sobní vialka za vialku se vzorkem a po dobu neˇkolika sekund je zapnuto vysoké napeˇtí (5–15 kV).
Elektrokinetické dávkování je diskriminacˇní (ionty ze vzorku jsou nadávkovány v závislosti na
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Obrázek 9: Základní schéma CE prˇístroje [34]
svém náboji a hydrodynamickém pru˚rˇezu), s cˇímž je nutno pocˇítat. Pro kvantifikaci mu˚že být toto
dávkování problematické, ale lze ho využít k zakoncentrování prˇíliš zrˇedeˇného vzorku.
[32]
2.4.2.2 Separacˇní kapilára
Kapilární elektroforéza se beˇžneˇ provádí v kapilární trubici z taveného amorfního krˇemene, pota-
ženého na povrchu vrstvou polyimidu, která chrání kapiláru prˇed prasknutím, protože v samotném ta-
veném krˇemeni bez povrchové úpravy vznikají vlivem namáhání a vzdušné vlhkosti trhliny, jež mohou
vést k prasknutí nebo prˇelomení kapiláry. Krˇemen je použit zejména pro jeho transparentnost v UV ob-
lasti elektromagnetického spektra, jeho dobrou tepelnou stabilitu a tepelnou vodivost. Vnitrˇní pru˚meˇry
kapilár používaných v kapilární elektroforéze se pohybují v rozmezí 50–100 µm, vneˇjší pru˚meˇry mají
standardní velikost 320–380 µm. Vhodná délka kapiláry pro separaci peptidu˚ je okolo 30 cm, avšak pro
proteiny se obecneˇ používají kapiláry delší (až do 1 m). [32]
2.4.2.3 Zdroj vysokého napeˇtí
Separace se beˇžneˇ provádí prˇi napeˇtí v rozsahu 5–30 kV. Iontové síly elektrolytu jsou vybírány v pru˚-
beˇhu vývoje metody tak, aby aplikace teˇchto napeˇtí generovala proud 10–100 µA. Vyšší proudy mohou
vést k nestabilním, nereprodukovatelným podmínkám. Na mnoha prˇístrojích je možno pracovat s kon-
stantním napeˇtím (veˇtšina prˇístroju˚), konstantním proudem, nebo konstantní silou v celé kapilárˇe. [35]
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2.4.2.4 Detektor
Nejcˇasteˇji používanou metodou detekce analytu˚ je UV detekce. Další možností je použití fluo-
rescencˇní, vodivostní, elektrochemické ampérometrické detekce a v poslední dobeˇ také detekce hmot-
nostní (MS). [34]
2.4.2.5 Kapilární zónová elektroforéza
Nejbeˇžneˇjší variantou je kapilární zónová elektroforéza (CZE, capillary zone electrophoresis). Tato
varianta je nazývána zónová, protože v ideálním prˇípadeˇ je výsledkem separace rˇada zón cˇistých analytu˚
oddeˇlených elektrolytem. Beˇžneˇ uvádeˇný pocˇet teoretických pater je 50 000–500 000. Optimalizace me-
tody je ve skutecˇnosti hledáním podmínek, prˇi kterých mají analyty, které je potrˇeba rozdeˇlit, dostatecˇneˇ
rozdílnou mobilitu. Úpravami pH, složení a koncentrace elektrolytu se snažíme docílit co nejlepšího
rozlišení píku˚ hledaných látek. [32]
Nejjednodušší elektromigracˇní technikou je zónová elektroforéza, prˇi které se jednotlivé ionogenní
látky lišící se svými pohyblivostmi oddeˇlují v homogenním prostrˇedí základního (nosného) elektrolytu
(background electrolyte - BGE). Oba konce tenké krˇemenné kapiláry jsou ponorˇeny do elektrodových
nádobek obsahujících základní elektrolyt, kterým je naplneˇna též kapilára. Vnitrˇní pru˚meˇr krˇemenné
kapiláry je obvykle menší než 100 um (typicky 50, resp. 75 um) a její délka se veˇtšinou pohybuje v roz-
sahu 30–80 cm. Kapilární formát separacˇního prostoru dovoluje relativneˇ úcˇinný odvod Jouleova tepla,
což umožnˇuje použití vysokých intenzit elektrického pole (desítky kV/m) a tím i dosažení vysokých
úcˇinností a rychlostí separace.
Na pocˇátku experimentu je velmi krátký úsek kapiláry (jednotky mm) naplneˇn roztokem vzorku.
Vstupní konec kapiláry je umísteˇn do nádobky se vzorkem a po urcˇitou dobu je vytvorˇen rozdíl hladin
mezi roztokem vzorku a roztokem nosného elektrolytu. Jakmile je zóna vzorku zavedena do kapiláry, je
konec kapiláry obsahující vzorek ponorˇen zpeˇt do elektrodové nádobky a k systému je prˇipojeno stej-
nosmeˇrné elektrické pole ze zdroje vysokého napeˇtí schopného poskytovat konstantní napeˇtí (až 30 kV),
nebo konstantní proud (v rˇádu desítek µA), nebo konstantní výkon (obvykle 1–5 W na metr délky kapi-
láry).
Složky vzorku lišící se svými pohyblivostmi se v kapilárˇe pohybují ru˚znými elektroforetickými rych-
lostmi smeˇrem k detektoru a na tomto principu se od sebe oddeˇlují. Kromeˇ elektroforetického pohybu na-
bitých cˇástic je celý objem roztoku uvnitrˇ kapiláry uvádeˇn do pohybu elektroosmotickým tokem. V krˇe-
menných kapilárách s chemicky nemodifikovaným vnitrˇním povrchem je tento tok orientován smeˇrem
ke katodeˇ a jeho rychlost je relativneˇ vysoká (veˇtšinou vyšší než rychlost elektroforetická), takže vý-
sledná rychlost pohybu kationtu˚ i aniontu˚ má stejný smeˇr (katodický) a anionty i kationty mohou být
analyzovány soucˇasneˇ v pru˚beˇhu jednoho experimentu.
Pohyb zón vzorku v kapilárˇe je nejcˇasteˇji sledován pomocí „on-column" UV-VIS-absorpcˇního de-
tektoru, což znamená, že v urcˇitém místeˇ kapiláry je prˇi zvolené vlnové délce meˇrˇena absorpce zárˇení
pohybujícího se nosného elektrolytu a zón analytu˚. Ze získaného záznamu cˇasového pru˚beˇhu absorpce,
tzv. elektroforegramu, mu˚žeme vycˇíst kvalitativní a kvantitativní informace o složení analyzovaného
vzorku. Kvalita daného analytu je dána migracˇním cˇasem jeho píku a kvantita tohoto analytu je prˇímo
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úmeˇrná výšce, respektive ploše jeho píku.[33]
2.4.3 Prˇehled metod stanovení kaseinu˚ kapilární elektroforézou
N. de Jong, S. Visser, C. Olieman – r. 1993
Stanovení mlécˇných bílkovin kapilární zónovou elektroforézou je komplikováno absorpcí v roztoku roz-
pušteˇných látek na steˇnu kapiláry. V rámci výzkumu byl studován vliv pH, iontové síly pufru a polymer-
ních aditiv v kombinaci s hydrofilneˇ pokrytou kapilárou. Optimální separace byly získány za nízkého
pH (2,5–3) ve vodných roztocích obsahujících 6 M mocˇovinu a methylhydroxyethylcelulosu (MHEC).
Výsledkem byla kompletní separace sérových proteinu˚ a kaseinu˚, vcˇetneˇ neˇkterých genetických variant.
Analýza se uskutecˇnila prˇi teploteˇ 45 °C a napeˇtí 20 nebo 25 kV. Vzorky byly vstrˇikovány tlakem a UV
detekce probíhala prˇi 214 nm. [36]
Fu-Tai A. Chen, Anton Tusak – r. 1994
Pro charakterizaci proteinu˚ v potravinách byla vyvinuta jednoduchá metoda za použití kapilární elektro-
forézy. Separace mlécˇných proteinu˚ trvala méneˇ než 10 minut. Pro potrˇeby výzkumu byl použit 0,25 M
borátový pufr s pH 10 a nepokrytá krˇemenná kapilára prˇi teploteˇ 23 °C a napeˇtí 10 kV. Vzorky byly
dávkovány hydrodynamicky a byly detekovány prˇi 200 nm. Mezi jednotlivými analýzami byla kapilára
promývána sekvencí 1 M NaOH, vody a základního pufru. Použitý pufrovací systém o vysoké iontové
síle a vysokém pH eliminoval agregaci kaseinu˚ a zvýšil úcˇinnost separace. [37]
Vallejo, Cordoba B. – r. 1997
Pro separaci a kvantifikaci hlavních kaseinových a syrovátkových proteinu˚ v mléce byla navržena rychlá
metoda CZE. Tentokrát byla použita pokrytá kapilára (50 cm x 50 µm i.d) a separace probíhala za teploty
40 °C a napeˇtí 20 kV. Kaseiny byly udržovány v roztoku za použití kombinace 4 M mocˇoviny, 0,05 M
fosfátového pufru a 0,1% Tween 201. Vzorek byl dávkován hydrodynamicky nebo elektroforeticky a
detekován prˇi 214 nm. Píky kaseinu˚ v rehydratovaném mléce se jevily širší a byly v porovnání s cˇerstvým
mlékem hu˚rˇe rozdeˇlené. Kvantifikací teˇchto rozdílu˚ byla umožneˇna detekce náhrady cˇerstvého mléka
rehydratovaným sušeným mlékem. CZE mu˚že být vhodná pro rutinní použití mlékárnami i kontrolními
úrˇady, protože umožnˇuje stanovení mlécˇných proteinu˚ za méneˇ než 60 minut. [38]
J. Otte, M. Zakora, K.R. Kristiansen and K.B. Qvist – r. 1997
Kaseinové frakce mléka a ru˚zných sýru˚ byly spolecˇneˇ s izolovanými standardy kaseinu˚ analyzovány ka-
pilární elektroforézou za kyselých podmínek. Kapilární elektroforéza byla provedena na prˇístroji Waters
Quanta 4000. Používala se bud’ hydrofilneˇ pokrytá (43 cm x 50 µm i.d) nebo nepokrytá krˇemíková kapi-
lára (60 cm x 50 µm i.d.). Vzorky byly rozpušteˇny ve fosfátovém pufru o pH 8 s obsahem 8 M mocˇoviny
a 10 mM dithioerythritolu (DTE). Základní elektrolyt obsahoval 10 mM dihydrogenfosforecˇnan sodný,
6 M mocˇovinu a 0,05% hydroxypropylmethylcelulosu (HPMC). Hodnota pH pufru byla 2,5. Vzorky byly
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dávkovány hydrodynamicky, separovány prˇi konstantním napeˇtí 14 kV a detekovány prˇi 214 nm. Touto
metodou byly stanoveny kaseiny v mléce, sýrech a mohla být sledována také proteolýza sýru˚. [39]
J. F. Fairise, P. Cayot - r. 1998
Prˇedmeˇtem zkoumání se stala nová metoda separace hlavních proteinu˚ mléka kapilární elektroforézou
založená na principu micelární elektrokinetické chromatografie. Jde o kombinaci klasické CZE a chro-
matografie s hydrofobní interakcí. Proteiny byly úspeˇšneˇ separovány po kompletní denaturaci dodecyl-
sulfátem sodným (SDS) a dithiothreitolem (DTT). Rozpad kaseinových micel byl podporˇen zahrˇátím na
100 °C po dobu 3 minut. K nejlepším separacím došlo za použití 3 mM borátového pufru o pH 9,5, ke
kterému byl prˇidán SDS s kritickou micelární koncentrací CMC = 8,2 mM. Deˇlení proteinu˚ probeˇhlo
v nepokryté kapilárˇe (27 cm x 20 µm i.d.) prˇi 20 °C a prˇi separacˇním napeˇtí 30 kV. Detekovány byly prˇi
vlnové délce 214 nm. Touto technikou bylo dosaženo rozdeˇlení kaseinu˚ a syrovátkových proteinu˚ do 90
sekund. [40]
E. Molina, P. J. Martin Alvarez, M. Ramos – r. 1999
V rámci tohoto výzkumu byla kapilární elektroforéza použita pro separaci a analýzu kaseinové frakce ve
smeˇsi kravského, kozího a ovcˇího mléka. Rozdíly mezi charakterem kapilární elektroforézy kaseinových
frakcí z plnotucˇného mléka jednotlivých druhu˚ umožnily identifikaci a kvantifikaci složení mléka v bi-
nárních a ternárních smeˇsích. Ze smeˇsi mléka byl pu˚sobením HCl prˇi pH 4,6 izolován kasein za použití
hydrofilneˇ pokryté kapiláry (57 cm x 50 µm i.d.) a napeˇtí 25 kV. Elektrolyt o pH 3 se skládal z 0,32 M ky-
seliny citronové, 20 mM citrátu sodného, 6 M mocˇoviny a 0,05% MHEC. Detekce probíhala prˇi 214 nm.
Pomocí této techniky lze prˇedpovídat složení smeˇsí mléka neˇkolika druhu˚ a prˇípadneˇ odhalit podvodné
prˇidávání kravského mléka do mlék jiných druhu˚. [41]
Beatriz Mirallesa, Volker Rothbauerb, María A. Mansoa, Lourdes Amigoa, Ingolf Krauseb
and Mercedes Ramos - r. 2001
V tomto prˇípadeˇ veˇdci navrhli metodu kapilární elektroforézy pro simultánní stanovení syrovátkových
proteinu˚, kaseinu˚ a jejich degradacˇních produktu˚. Cílem bylo zjistit vliv neˇkolika parametru˚ (pH, iontové
síly a koncentrace mocˇoviny v pufru a aplikovaného napeˇtí) na trvání analýzy a efektivitu separace hlav-
ních proteinu˚ mléka. Kompletní separace β -laktoglobulinu a para-κ-kaseinu bylo dosaženo za použití
hydrofilneˇ pokryté kapiláry (60 cm x 50 µm i.d.), pufru složeného z 0,48 M kyseliny citronové, 13,6 mM
citrátu a 4,8 M mocˇoviny prˇi pH 2,3 a napeˇtí 25 kV. Hydrodynamicky dávkované vzorky byly detekovány
prˇi 214 nm. [42]
N. Ortega, S. M. Albillos, M. D. Busto – r. 2003
Veˇdecký tým ze Španeˇlska se pokusil optimalizovat podmínky pro deˇlení kaseinu˚ kravského mléka.
V této studii bylo testovány ru˚zné parametry: pH pufru, aplikované napeˇtí a koncentrace polymerního
aditiva. Vzorky kaseinu byly rozpušteˇny ve vzorkovacím pufru s prˇídavkem 8 M mocˇoviny a 10 mM
DTT o pH 8 a byla použita krˇemenná kapilára (57 cm x 50 µm i.d.). Úspeˇšné výsledky byly získány prˇi
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18,5 kV, s 10 mM fosfátovým pufrem, pH 3 a 0,05% HPMC. Za teˇchto optimalizovaných podmínek byly
dobrˇe separovány α-CN, β -CN a κ-CN a ru˚zné fosforylacˇní stavy αS1-CN a αS2-CN a ru˚zné genetické
varianty β -CN. Vzorky byly vstrˇikovány hydrodynamicky a detekovány prˇi 214 nm. [43]
M.A. Mansoa, M. Miguela and R. López-Fandiño - r. 2007
Práce teˇchto veˇdcu˚ popisuje použití CZE pro charakterizaci proteinu˚ lidského mléka. Hlavní proteiny
byly identifikovány za použití ru˚zných strategií, jako naprˇíklad použití enzymu˚ pro selektivní modifikaci
proteinu˚. Studovali proteiny lidského mléka od ru˚zných dárcu˚ v pru˚beˇhu laktace. Pokusy ukázaly kvali-
tativní a kvantitativní rozdíly ve složení individuálních proteinu˚. Byla použita krˇemenná kapilára (60 cm
x 50 µm i.d.), pufr obsahující morfolino-propansulfonovou kyselinu, Tris, EDTA, DTT a mocˇovinu. Se-
parace byly provedeny prˇi teploteˇ 45 °C a 0 až 30 kV po dobu 3 minut, po níž následovala aplikace napeˇtí
30 kV. Základní pufr o pH 2,3 obsahoval 0,19 kyselinu citronovou a 20 mM citrát sodný v 6 M mocˇovineˇ.
Vzorky byly detekovány prˇi 214 nm a analýza trvala 42 minut. [44]
J.M.L. Heck, C. Olieman, A. Schennink, H.J.F. van Valenberg, M.H.P.W. Visker, R.C.R.
Meuldijk and A.C.M. van Hooijdonk – r. 2007
Tentokrát výzkumníci testovali reprodukovatelnost CZE. Na základeˇ dosažených výsledku˚ bylo proká-
záno, že tato metoda je vhodná pro odhadování relativní koncentrace α-laktalbuminu, β -laktoglobulinu,
α-CN, κ- CN and β -CN v kravském mléce. Studie také ukázala, jak mu˚že být metoda CZE použita
k urcˇení relativní koncentrace ru˚zných fosforylacˇních stavu˚ αS1-CN a αS2-CN. Navíc bylo možné urcˇit
nejcˇasteˇjší genetické varianty vcˇetneˇ varianty κ-CN-E, která prˇedtím nebyla pomocí CZE identifikována.
Redukcˇní pufr obsahoval 167 mM Tris, 42 mM 3-morfolino-propansulfonovou kyselinu, 67 mM EDTA,
17 mM DTT, 6 M mocˇovinu s 0,05% MHEC. Veˇdci použili krˇemennou kapiláru (57 cm × 50 µm i.d.)
a separace probíhaly prˇi 45 °C s lineárním gradientem napeˇtí od 0 do 25 kV po dobu 3 minut. Následneˇ
bylo napeˇtí nastaveno na 25 kV. Metoda byla nejdrˇíve testována na šesti standardech. Po optimalizaci
bylo analyzováno 103 sérií po 20 vzorcích mléka holštýnských krav. [45]
J.S. Ham, S.G. Jeong, S.G. Lee – r. 2009
Veˇdci studovali vliv gama zárˇení na kaseiny obsažené v mlécˇných výrobcích. Mléko a urcˇitý druh sýra
byly vystaveny dávkami zárˇení 1, 2, 3, 5 a 10 kGy a sledoval se iradiacˇní efekt na alfa a beta CN za
použití CE. Výsledky ukázaly, že α-S1 a β -A1 kasein byly ke gama zárˇení nejvíce citlivé, což by mohlo
být spojeno se snížením alerenicity mléka díky gama zárˇení. Redukcˇní pufr byl prˇipraven rozpušteˇním
citrátu sodného a DTT v 8M mocˇovineˇ. Separace byla provedena za použití krˇemíkové kapiláry (60 cm
x 50 um i.d.). Základní elektrolyt se skládal z 14,7 M H3PO4, 0,05% HPMC a 6 M mocˇoviny. Vzorky
byly separovány prˇi konstantním napeˇtí 25 kV prˇi teploteˇ 20 °C a detekce probíhala prˇi 214 nm. [46]
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3.1 Prˇístroje a pomu˚cky
3.1.1 Používané prˇístroje
• analytické váhy AND GR-202-EC s citlivostí 0,1 mg, A&D Instruments Company LTD, Tokyo,
Japonsko
• pH/mV/ion metr MPH 372, Monokrystaly s.r.o., Turnov, Cˇeská republika
• kombinovaná pH elektroda, typ 01-29 a typ 01-33, Monokrystaly s.r.o., Turnov, Cˇeská republika
Separace a analýza vzorku˚ byla provedena automatizovaným systémem PrinCE Autosampler ve spojení
s UV detektorem:
• PrinCE 460 Autosampler - programovatelný vstrˇikovacˇ pro kapilární elektroforézu, verze 0.3,
PrinCE Technologies B.V., Emmen, Nizozemí
• nízkotlaký dávkovacˇ vzorku 50–2000 mBar (5–200 kPa)
• spektrofotometrický UV/VIS detektor Spectra SYSTEM UV2000 s deuteriovou a wolframovou
lampou, Thermo Separation Products Inc., San Jose, USA
• krˇemenná kapilára nepokrytá, celková délka 96 cm, efektivní délka 71 cm, vnitrˇní pru˚meˇr 50 µm
MicroSolv Technology Corporation, Long Branch, NJ, USA
• krˇemenná kapilára, celková délka 125 cm, efektivní délka 100 cm, vnitrˇní pru˚meˇr 50 µm Micro-
Solv Technology Corporation, Long Branch, NJ, USA
• softwarové vybavení:
– WinPrinCE, verze 6.0, Windows PC control for PrinCE, PrinCE Technologies B.V., Emmen,
Nizozemí
– CSW - chromatografická stanice pro Windows, verze 1.7, DataApex, s.r.o., Praha, Cˇeská
republika
3.1.2 Používané pomu˚cky
• klasické laboratorní sklo a pomu˚cky
• vialky 0,5 ml, 4 ml, Supelco/Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA, USA
• jednorázové mikrofiltry Minisart RC s regenerovanou celulosovou membránou, pru˚meˇr 17 mm,
velikost póru˚ 0,45 µm, Sartorius AG, Goettingen, Neˇmecko
• mikropipeta Biohit 20–200 µl, 100–1000 µl, Biohit Proline, Helsinky, Finsko
46
3.1 Prˇístroje a pomu˚cky 3 EXPERIMENTÁLNÍ CˇÁST
• injekcˇní strˇíkacˇky LUER – 2, 5, 10 ml, Chirana T. Injecta, a.s., Stará Turá, Slovensko
• mikrostrˇíkacˇka Hamilton 100 µl, HAMILTON COMPANY, Reno, NV, USA
• selektivní indikátorové papírky pH 3,9–5,4, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Cˇeská republika
3.1.3 Chemikálie a vzorky
• destilovaná voda
• voda pro HPLC αS-kasein z kravského mléka, 70 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Neˇmecko
• β -kasein z kravského mléka, 90 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Neˇmecko
• κ-kasein z kravského mléka, 80 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Neˇmecko
• dihydrogenfosforecˇnan sodný, Lachema, s.p., Brno, Cˇeská republika
• mocˇovina, 99,5 % p.a., Lachema, s.p., Brno, Cˇeská republika
• hydroxypropyl-methyl-celulosa, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Neˇmecko
• kyselina orthofosforecˇná, 85 %, Lachema, a.s., Neratovice, Cˇeská republika
• hydroxid sodný, Lachema, s.p., Brno, Cˇeská republika
• DL-dithiothreitol, 99 %, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Neˇmecko
• kyselina octová, 99,8 % p.a., Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Cˇeská republika
• TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan), SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Neˇmecko
• kyselina chlorovodíková, 35 %, Lachema, a.s., Neratovice, Cˇeská republika
• vzorky lyofilizovaného mléka dodal Výzkumný ústav pro chov skotu, s.r.o., Oddeˇlení fyziologie
výživy zvírˇat, pracovišteˇ Pohorˇelice, Cˇeská republika
3.1.4 Použité pracovní postupy
Prˇíprava roztoku základního elektrolytu
Jako základní elektrolyt byl použit 20 mM fosfátový pufr. Byl prˇipraven rozpušteˇním 179,4 mg dihydrátu
dihydrogenfosforecˇnanu sodného NaH2PO4.2H2O a 25 mg hydroxypropyl-methyl-celulosy v 37,5 ml
8 M mocˇoviny. 4M kyselina orthofosforecˇná byla použita pro dotitrování na hodnotu pH 2,5 a roztok
byl doplneˇn vodou na objem 50 ml.
Prˇíprava redukcˇního pufru
Redukcˇní pufr byl prˇipraven rozpušteˇním 1,5138 g Trisu v 50 ml vody, dále bylo prˇidáno 77,1 mg DTT a
24,024 g mocˇoviny. Pomocí koncentrované HCl bylo upraveno pH na hodnotu 8,8.
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Prˇíprava standardních roztoku˚
Rozpušteˇním standardu˚ jednotlivých kaseinu˚ ve zrˇedeˇném redukcˇním pufru (redukcˇní pufr : voda = 1 : 1)
byly prˇipraveny standardní roztoky o koncentraci 12 mg/ml.
Prˇed analýzou byly standardní roztoky inkubovány minimálneˇ 1 hodinu prˇi laboratorní teploteˇ a
následneˇ filtrovány prˇes 0,45 µm filtr.
Izolace kaseinu z testovaných vzorku˚
Izolaci kaseinu provedla v rámci své diplomové práce Ivana Micˇíková ( [2]. Z jednotlivých reálných
vzorku˚ mléka o objemu 10 ml bylo nutné nejprve izolovat kaseiny. Vysrážení kaseinu˚ probeˇhlo prˇi pH 4,6
za pomocí 10% kyseliny octové. Následovalo odstrˇedeˇní prˇi 8500 ot/min po dobu 15 minut. Poté bylo
provedeno mechanické odstraneˇní viditelného tuku z povrchu a slití syrovátky. K úplnému odstraneˇní
tuku bylo k peletu prˇidáno 5 ml dichlormethanu a 5 ml vody. Následovala centrifugace trvající 15 minut
(8500 ot/min), slití syrovátky a opeˇt bylo prˇidáno 5 ml dichlormetanu a 5 ml vody. Po centrifugaci, která
trvala dalších 15 minut (8500 ot/min), byla syrovátka odlita a pelet byl vyškrabán do popsané lyofilizacˇní
misticˇky a dal se lyofilizovat. Lyofilizované vzorky byly poté umísteˇny do oznacˇených mikrozkumavek
a uchovávány v lednicˇce.
Prˇíprava roztoku˚ vzorku˚
12 mg izolovaného kaseinu bylo rozpušteˇno v 1 ml zrˇedeˇného redukcˇního pufru (redukcˇní pufr : voda
= 1 : 1) a 1 hodinu inkubováno prˇi laboratorní teploteˇ. Prˇed samotnou analýzou byl vzorek prˇefiltrován
prˇes filtr o poroziteˇ 0,45 µm.
Obecný pracovní postup prˇi analýzách
Na zacˇátku dne byla kapilára promývána 1 hodinu základním elektrolytem a po skoncˇení všech analýz
15 minut HPLC vodou. Vícˇka vialek byla každý den vymeˇnˇována, protože na nich docházelo ke krysta-
lizaci mocˇoviny ze základního elektrolytu.
Všechny používané roztoky a vzorky byly filtrovány prˇes 0,45 µm filtr. Analýzy probíhaly prˇi teploteˇ
30 °C. První analýza v daný den byla vždy pouze zkušební.
Separacˇní podmínky
Separacˇní podmínky pro analýzu kaseinu˚ optimalizovala ve své diplomové práci Ivana Micˇíková [2].
Jejich prˇehled je uveden v tabulce cˇ. 9 na následující straneˇ.
3.2 Validacˇní parametry
Linearita odezvy detektoru a opakovatelnost migracˇních cˇasu˚ a ploch píku byly prokázány v diplomové
práci Lucie Gajdošové. [9]
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Tabulka 9: Separacˇní podmínky použité pro analýzu kaseinu˚
Základní elektrolyt 0,02 M fosfátový pufr s 8 M mocˇovinou a
0,05% HPMC, pH 2,5
Teplota 30 °C
Dávkování hydrodynamické, 50 mBar, 18 s
Separacˇní napeˇtí 30 kV
Proud 30 µA
Detekce UV detekce prˇi 214 nm
Sekvence promývání mezi analýzami prˇi 150 kPa – voda (1 min.); 1M NaOH (3
min.); voda (3 min.); základní elektrolyt
(5 min.)
Linearita odezvy detektoru
Na kalibracˇních prˇímkách standardu˚ byla oveˇrˇena linearita odezvy detektoru. Kalibracˇní závislosti pro
trˇi ru˚zné koncentrace smeˇsného standardu byly ve svém rozsahu témeˇrˇ lineární. To bylo potvrzeno také
hodnotou korelacˇního koeficientu, která cˇiní u αS-CN R2 = 0,9988 a u β -CN R2 = 0,9983. [9]
Opakovatelnost
Opakovatelnost migracˇních cˇasu˚ a ploch píku˚ prˇi použití nepokryté kapiláry byla zhodnocena z šesti po
sobeˇ jdoucích nástrˇiku˚ kaseinu izolovaného z bio mléka. Analýzy byly provedeny ve stejném pufru (bez
výmeˇny). U migracˇních cˇasu˚ byla pozorována velmi dobrá reprodukovatelnost s relativní smeˇrodatnou
odchylkou (RSD) menší než 0,67 %. Méneˇ uspokojivá byla opakovatelnost ploch píku˚ s RSD v rozmezí
2,23–3,77 %. Podle výsledku˚ lze usoudit, že daná technika je reprodukovatelná. [9]
3.3 Zvírˇata, krmení a usporˇádání pokusu
Pokus byl proveden na cˇtyrˇech vysokoprodukcˇních laktujících dojnicích holštýnského plemene (3.–4.
týden laktace, 16.–46. týden laktace) s obdobnou produkcí mléka (27,3 kg/den, SE = 1,7).
Dojnice byly rozdeˇleny do dvou skupin podle mlécˇné užitkovosti. Kontrolní skupina byla krmena
krmnou dávkou s obsahem extrudovaných rˇepkových pokrutin, zatímco experimentální skupina byla
krmena krmnou dávkou s obsahem extrudované plnotucˇné sóji.
Pokus byl rozdeˇlen do dvou period o délce 42 dní. Každá perioda sestávala z 21 dnu˚ prˇípravného
období a 21 dnu˚ experimentálního (odbeˇrového) období.
Dojnice byly vazneˇ ustájeny v samostatných stáních se zajišteˇním individuálního prˇíjmu krmiva.
Byly krmeny individuálneˇ dvakrát denneˇ (v 6.30 a 16.30 hod.) ad libitum krmnou dávkou složenou z ku-
kurˇicˇné siláže, lucˇního sena a doplnˇkové krmné smeˇsi. Složení je uvedeno v tabulkách 10, 11 a 12 na
následující straneˇ.
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Tabulka 10: Složení krmné dávky (g/kg sušiny) obsahující extrudované rˇepkové pokrutiny nebo extrudo-
vanou plnotucˇnou sóju.
Složka krmné dávky Rˇepka [g] Sója [g]
Kukurˇicˇná siláž 465 484
Lucˇní seno 79 82
Doplnˇková smeˇs 456 434
Tabulka 11: Složení doplnˇkové smeˇsi (g/kg sušiny)
Složka doplnˇkové smeˇsi Rˇepka [g] Sója [g]
Sušené cukrovarské rˇízky 145 153
Jecˇmen 266 294
Oves 270 298
Rˇepkový olej 12 -
Extrudované rˇepkové pokrutiny 258 -
Protex (extrudovaná plnotucˇná sója) - 206
Premix (suma) 51 51
Tabulka 12: Složení premixu
Složka premixu Množství [g/kg]
v doplnˇkové smeˇsi
Chlorid sodný (NaCl) 6
Dikalciumfosfát (DCP) 18
Mletý vápenec (CaCO3) 16
Hydrogenuhlicˇitan sodný (NaHCO3) 1
Monosodiumfosfát (MSP) 2
Magnesiumfosfát (MgP) 2
Stopové prvky a vitaminy 6
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3.3.1 Odbeˇry a zpracování vzorku˚
Prˇíjem krmiv byl denneˇ sledován a prˇípadné zbytky evidovány. Beˇhem odbeˇrové cˇásti každé periody byly
odebírány reprezentativní vzorky jednotlivých krmiv i reprezentativní vzorky zbytku˚ od každé dojnice.
U krmiv a zbytku˚ byl proveden organický rozbor.
Dojnice byly dojeny 2krát denneˇ (v 7.00 a 17.00 hod.) a prˇi každém dojení byla zaznamenávána
mlécˇná užitkovost. V experimentální cˇásti každé periody byly 3krát týdneˇ odebírány vzorky mléka
z každého dojení na stanovení obsahu základních složek mléka a obsahu kaseinových frakcí. Pro sta-
novení základních složek byly odebrány vzorky z ranního a vecˇerního mléka. Vzorky byly konzervo-
vány 2-bromo-2-nitropropan-1,3-diolem (Bronopolem), zchlazeny na 6 °C a analyzovány infracˇerveným
absorpcˇním analyzátorem (Bentley Instruments 2000, Bentley Instruments Inc., USA). Pro stanovení
obsahu kaseinových frakcí byly odebrané vzorky mléka zamraženy a prˇi –20 °C uchovány do analýz.
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4.1 Identifikace kaseinu˚ v elektroforegramu
Po analýze jednotlivých standardu˚ kaseinu˚ a smeˇsného standardu, ve kterém byly tyto kaseiny zastou-
peny ve stejném pomeˇru, byly identifikovány a urcˇeny jednotlivé varianty a formy kaseinu˚ na základeˇ
diplomové práce Ivany Micˇíkové [2].
Obrázek 10: Elektroforegram standardu αs-kaseinu. Píky: 1 = αS1-kasein; 2 = αS0-kasein
αS-CN tvorˇí dva dominantní píky. Pík cˇ.1 je αS1-CN a pík cˇ.2 zobrazuje αS0-CN. Skupina méneˇ
výrazných píku˚ prˇed αS1-CN prˇedstavuje αS2-CN.
Obrázek 11: Elektroforegram standardu β -kaseinu. Píky: 1 = β–CN B; 2 = β–CN A1; 3 = β -CN A2
Standard β -CN obsahoval neˇkolik genetických variant. Prˇevládala forma A1 a A2, prˇicˇemž menší
pík prˇed A1 prˇedstavuje formu B.
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Obrázek 12: Elektroforegram standardu κ-kaseinu. Píky: 1 = κ-CN
κ-kasein tvorˇí jeden dominantní pík. Rˇada menších píku˚ prˇedstavuje pravdeˇpodobneˇ jeho glykosy-
lované formy.
Obrázek 13: Elektroforegram smeˇsného standardu αS-, β - a κ-CN (v pomeˇru 1:1:1). Píky: 1 = αS1-CN;
2 = αS0-CN; 3 = κ-CN; 4 = β -CN B; 5 = β -CN A1; 6 = β -CN A2
Píky kaseinu˚ ve smeˇsném standardu byly urcˇeny srovnáním s jednotlivými standardy. αS-CN odpo-
vídá skupineˇ píku˚ v cˇasovém rozmezí od 78,27 do 84,02 minut. β -CN je složen ze trˇí píku˚ v cˇase 86,92
až 94,73 minut. κ-CN byl identifikován jako jeden hlavní pík v cˇase 83,89 až 85,93 minut. Výsledky
analýzy smeˇsných standardu˚ jsou uvedeny v tabulce cˇ. 13 na následující straneˇ
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Tabulka 13: Výsledky analýzy smeˇsných standaru˚
Plochy píku˚ [mV.s]
Smeˇsný standard αS-CN β -CN κ-CN
A 330,32 683,48 120,19
B 499,90 775,16 79,05
C 574,71 981,13 74,09
D 620,96 883,33 52,68
Pru˚meˇr 506,47 830,77 81,50
4.2 Analýza reálného vzorku
U všech vzorku˚ byly odecˇeteny plochy píku˚ jednotlivých frakcí. Z teˇchto hodnot, známé koncentrace
vzorku (12 mg/ml) a ploch píku˚ standardu˚ se vypocˇetla koncentrace a procentuální zastoupení kaseinu˚.
Tato data byla dále zpracována pomocí statistického modelu.
Obrázek 14: Vzorek cˇ. 13. Koncetrace 12 mg/ml. Píky: 1 = αS1-CN; 2 = αS0-CN; 3 = κ-CN; 4 = β -CN
B; 5 = β -CN A1; 6 = β -CN A2
4.3 Statistické vyhodnocení pokusu
Data získaná z pokusu byla analyzována použitím GLM postupu SAS/STAT, verze 8 podle následujícího
modelu.
Yi jklm = µ+Ti +S j +Ck(S j)+Pl +Wm(Pl)+ εi jklm
kde µ je celkový pru˚meˇr, Ti je vliv pokusného faktoru (i = 2), S j je vliv cˇtverce ( j = 2), Ck(S j) je
vliv dojnice uvnitrˇ cˇtverce (k = 4), Pl je vliv periody (l = 4), Wm(Pl) je vliv týdne uvnitrˇ periody (m = 3)
a ε jklm je reziduální chyba. Pro statistické hodnocení byly použity týdenní pru˚meˇry.
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Z výsledku˚ pro statistické vyhodnocení byly vyrˇazeny hodnoty kaseinu˚ získané z první periody po-
kusu. Du˚vodem bylo nesprávné použití metody prˇi zpracování vzorku˚ mléka.
Výsledky meˇrˇení kontrolní a pokusné skupiny byly hodnoceny na hladineˇ významnosti α = 0,05.
Pod tabulkami jsou uvedeny dosažené hodnoty významnosti, tzv. p-values. Je-li hodnota p menší než
zvolená hladina významnosti (0,05), rozdíl je pak statisticky významný. Pokud je naopak p veˇtší než
0,05, rozdíl není statisticky významný.
Tabulka 14: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na pru˚meˇrnou denní dojivost krav
Denní dojivost krav [kg/den]1 SE
Rˇepka 22,604 0,266
Sója 24,685 0,266
1 p 0
Denní dojivost krav byla v pokusné skupineˇ o 2,081 kg vyšší než ve skupineˇ kontrolní.
Obrázek 15: Denní dojivost krav
Tabulka 15: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na denní produkci bílkovin.
Denní produkce bílkovin [kg/den]1 SE
Rˇepka 0,728 0,008
Sója 0,775 0,008
1 p = 0,0002
Denní produkce bílkovin u pokusné skupiny byla o 0,053 kg vyšší než u kontrolní skupiny.
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Obrázek 16: Denní produkce bílkovin
Tabulka 16: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na denní produkci kaseinu.
Produkce kaseinu [kg/den]1 SE
Rˇepka 0,557 0,007
Sója 0,581 0,007
1 p = 0,0281
Denní produkce kaseinu v pokusné skupineˇ krav byla o 0,024 kg vyšší.
Obrázek 17: Denní produkce kaseinu
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Tabulka 17: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na denní produkci kaseinu˚ prˇepocˇtené na prˇíjem sušiny.
Produkce kaseinu˚ prˇepocˇtená na prˇíjem sušiny [kg/kg]
Rˇepka 0,030
Sója 0,031
Prˇi prˇepocˇtu produkce kaseinu˚ na prˇíjem sušiny byl tento rozdíl 0,001 kg/kg. Pro výpocˇet tohoto
ukazatele byly použity hodnoty z následující tabulky.
Tabulka 18: Prˇíjem sušiny v krmné dávce
Prˇíjem sušiny [kg/den] SE
Rˇepka 18,880 0,112
Sója 18,856 0,112
Tabulka 19: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na procentuální obsah kaseinu˚ v kravském mléce.
Obsah kaseinu˚ [%]1 SE
Rˇepka 2,548 0,018
Sója 2,525 0,018
1 p = 0,4058
Rozdíl procentuálního obsahu kaseinu˚ v mléce pokusné a kontrolní skupiny krav není
statisticky významný na dané hladineˇ významnosti.
Tabulka 20: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí.
αs-CN1 β -CN2 κ-CN3
[kg/den] SE [kg/den] SE [kg/den] SE
Rˇepka 0,233 0,005 0,195 0,010 0,125 0,008
Sója 0,239 0,005 0,217 0,010 0,128 0,008
1 p = 0,4939
2 p = 0,1280
3 p = 0,8248
Rozdíly v denních produkcích jednotlivých kaseinových frakcí kontrolní a pokusné skupiny krav
nejsou statisticky významné na dané hladineˇ významnosti.
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Tabulka 21: Vliv extrudovaných rˇepkových pokrutin a extrudované plnotucˇné sóji v krmné dávce dojnic
na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí.
αs-CN [%]1 β -CN [%]2 κ-CN [%]3
Rˇepka 42,024 36,741 21,235
Sója 41,773 37,152 21,075
1 p = 0,7855
2 p = 0,7581
3 p = 0,9102
Mezi procentuálními podíly jednotlivých frakcí kaseinu˚ u pokusné a kontrolní skupiny nebyl statis-
ticky významný rozdíl na dané hladineˇ významnosti.
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Cílem diplomové práce bylo oveˇrˇit metodu pro stanovení kaseinu˚ v kravském mléce za použití kapilární
zónové elektroforézy. CZE probíhala na prˇístroji PrinCE 460 Autosampler ve spojení s UV detektorem.
Pro analýzy byla použita krˇemenná kapilára s neupraveným vnitrˇním povrchem o celkové délce 125 cm,
efektivní délce 100 cm a vnitrˇním pru˚meˇru 50 µm. Analýza jednoho vzorku trvala 110 minut, prˇicˇemž
došlo k dostacˇujícímu rozdeˇlení všech základních frakcí kaseinu˚. Jako základní elektrolyt byl použit
0,2 M fosfátový pufr s obsahem 8 M mocˇoviny a polymerního aditiva HPMC. Redukcˇní pufr byl složen
z 0,25M Trisu, 0,1M DTT a 8M mocˇoviny o pH 8,8. Separace probíhala prˇi napeˇtí 30 kV a nástrˇik vzorku˚
pod tlakem 50 mBar po dobu 18 s. Pro detekci kaseinu˚ byla použita vlnová deˇlka 214 nm. Mezi jednotli-
vými analýzami byla kapilára 10 minut promývána vodou, hydroxidem sodným a základním elektrolyem
a na konci každého dne byla promývána vodou po dobu 15 minut.
Lyofilizované vzorky kaseinu˚ byly rozpušteny v redukcˇním pufru a po hodinové inkubaci prˇi la-
boratorní teploteˇ analyzovány. Jednotlivé píky kaseinu˚ byly velmi dobrˇe rozlišeny a jejich identifikace
byla provedena na základeˇ srovnání se standardy. Analýzou elektroforegramu se získaly plochy jednot-
livých píku˚, které byly prˇepocˇteny na koncentrace. Výsledky byly statisticky zpracovány ve spolupráci
s Výzkumným ústavem pro chov skotu v Pohorˇelicích. Dohromady bylo analyzováno 123 vzorku˚ mléka
pocházejících od cˇtyrˇ dojnic, prˇicˇemž pokusná skupina prˇijímala doplnˇkové krmivo na bázi extrudo-
vané sóji a kontrolní skupina na bázi rˇepkových pokrutin. Na základeˇ získaných výsledku˚, které uvádím
v tabulce 22, tak bylo možno posoudit vliv výživy dojnic na obsah kaseinu˚ v jejich mléce.
Tabulka 22: Souhrnné výsledky pokusu
Kontrolní skupina Pokusná skupina
Denní dojivost krav [kg/den] 22,604 24,685
Denní produkce bílkovin [kg/den] 0,728 0,775
Denní produkce kaseinu [kg/den] 0,557 0,581
Denní produkce kaseinu prˇepocˇtená na
prˇijem sušiny [kg/kg]
0,030 0,031
Obsah kaseinu [%] 2,548 2,525
Denní produkce αs-CN [kg/den] 0,233 0,239
Denní produkce β -CN [kg/den] 0,195 0,217
Denní produkce κ-CN [kg/den] 0,125 0,128
Procentuální obsah αs-CN [%] 42,024 41,773
Procentuální obsah β -CN [%] 36,741 37,152
Procentuální obsah κ-CN [%] 21,235 21,075
Pokusná skupina, jež byla krmena smeˇsí obsahující extrudovanou plnotucˇnou sóju, vykázala o 2,081 kg
vyšší pru˚meˇrnou denní dojivost ve srovnání s kontrolní skupinou krmenou smeˇsí s extrudovanými rˇep-
kovými pokrutinami. V pokusné skupineˇ došlo také ke zvýšení denní produkce bílkovin o 0,053 kg a
kaseinu o 0,024 kg.
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5 ZÁVEˇR
Rozdíl mezi procentuálním obsahem kaseinu˚ v mléce pokusné a kontrolní skupiny dojnic nebyl sta-
tisticky významný. Vliv krmné smeˇsi na denní produkci jednotlivých kaseinových frakcí také nebyl
prokázán.
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BGE základní elektrolyt (background electrolyte)
BSA krevní sérový albumin (blood serum albumin)
CE kapilární elektroforéza (capillary electrophoresis)
CMC kritická micelární koncentrace (critical micelle concentration)
CN kasein (casein)
CoA koenzym A (coenzyme A)
CZE kapilární zónová elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
DCP dikalciumfosfát (dicalcium phosphate)
DEAE diethylaminoethyl
DTE dithioerythritol
DTT dithiothreitol
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid)
EOF elektroosmotický tok (electroosmotic flow)
HPLC vysokoúcˇinná kapalinová chromatografie (high performance liquid
chromatography)
HPMC hydroxypropylmethylcelulosa
Ig imunoglobulin
MFGM membrána globule mlécˇného tuku (milk fat globule membrane)
MgP magnesiumfosfát
MHEC methylhydroxyethylcelulosa
MK mastné kyseliny
MS hmotnostní spektrometrie (mass spectrometry)
MSP monosodiumfosfát
NA nedostupné (not available)
NS statisticky nepru˚kazné (non-significant)
RSD relativní smeˇrodatná odchylka (relative standard deviation)
SCC pocˇet somatických buneˇk (somatic cell count)
SDS dodecylsulfát
SE standardní chyba (standard error)
TRIS tris(hydroxymethyl)aminometan
UDP uridindifosfát
UHT vysokoteplotní úprava (ultra-high-temperature)
UV-VIS ultrafialové – viditelné spektrum
α-la α-laktalbumin
β -lg β -laktoglobulin
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A Výsledky analýzy reálných vzorku˚
A.1 Plochy píku˚, koncentrace a procentuální zastoupení frakcí kaseinu˚
Plochy píku˚ [mV.s] Koncetrace frakcí
kaseinu˚ [mg/ml]
Procentuální zastoupení
frakcí kaseinu˚ [%]
αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN
1 754,617 1029,801 71,122 17,879 14,875 10,472 41,363 34,412 24,225
2 440,571 687,720 26,510 10,439 9,934 3,903 43,001 40,921 16,079
3 716,783 1011,872 37,474 16,983 14,616 5,517 45,756 39,379 14,865
4 946,353 1562,853 47,990 22,420 22,570 7,070 43,068 43,360 13,572
5 568,268 841,721 56,622 13,464 12,158 8,337 39,648 35,803 24,549
6 768,547 1106,718 59,727 18,209 15,986 8,794 42,358 37,186 20,456
7 548,182 798,517 52,514 12,988 11,534 7,732 40,269 35,760 23,971
8 614,868 973,498 65,757 14,568 14,062 9,682 38,026 36,703 25,271
9 539,174 893,311 36,240 12,775 12,903 5,336 41,191 41,605 17,204
10 825,419 1191,507 48,638 19,557 17,211 7,161 44,520 39,179 16,302
11 798,122 774,430 114,127 18,910 11,186 16,803 40,320 23,851 35,828
12 1055,517 1175,674 88,517 25,009 16,982 13,033 45,451 30,863 23,686
13 736,701 1191,395 39,376 17,455 17,209 5,798 43,140 42,532 14,329
14 718,339 975,749 36,921 17,020 14,094 5,436 46,566 38,561 14,873
15 821,635 1165,121 66,883 19,467 16,829 9,847 42,188 36,472 21,341
16 871,959 1130,856 54,003 20,660 16,335 7,951 45,966 36,343 17,691
17 600,843 909,899 40,930 14,236 13,143 6,026 42,616 39,344 18,040
18 714,607 1216,439 32,317 16,931 17,571 4,758 43,126 44,754 12,120
19 655,756 950,099 62,651 15,537 13,724 9,224 40,372 35,660 23,969
20 603,097 909,277 19,859 14,289 13,134 2,924 47,086 43,279 9,635
21 822,941 543,768 616,298 19,498 7,854 90,740 16,511 6,651 76,838
22 637,581 867,245 41,516 15,106 12,527 6,113 44,765 37,121 18,114
23 920,851 1334,469 49,922 21,818 19,276 7,350 45,038 39,790 15,173
24 678,847 967,804 43,651 16,084 13,979 6,427 44,078 38,310 17,613
25 852,719 1114,122 59,836 20,204 16,093 8,810 44,791 35,677 19,531
26 500,364 763,571 18,008 11,855 11,029 2,651 46,426 43,191 10,383
27 645,796 1021,885 19,537 15,301 14,761 2,877 46,454 44,813 8,733
28 611,898 841,120 47,533 14,498 12,149 6,998 43,090 36,110 20,800
29 662,954 1041,593 51,601 15,708 15,045 7,597 40,958 39,231 19,811
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Plochy píku˚ [mV.s] Koncetrace frakcí
kaseinu˚ [mg/ml]
Procentuální zastoupení
frakcí kaseinu˚ [%]
αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN
30 507,552 699,821 35,173 12,026 10,108 5,179 44,029 37,010 18,961
31 600,014 962,369 34,175 14,216 13,901 5,032 42,886 41,935 15,179
32 585,407 1129,058 27,494 13,870 16,309 4,048 40,524 47,648 11,827
33 567,254 1141,022 23,541 13,440 16,481 3,466 40,255 49,364 10,381
34 726,117 1303,613 25,027 17,204 18,830 3,685 43,315 47,408 9,277
35 738,270 1323,175 28,505 17,492 19,112 4,197 42,871 46,843 10,286
36 854,617 1500,919 29,531 20,249 21,680 4,348 43,756 46,849 9,396
37 539,936 976,433 17,796 12,793 14,104 2,620 43,341 47,782 8,877
38 579,781 947,779 20,089 13,737 13,690 2,958 45,210 45,056 9,734
39 639,634 1003,298 34,309 15,155 14,492 5,051 43,676 41,766 14,558
40 543,567 770,816 31,069 12,879 11,134 4,574 45,051 38,947 16,002
41 622,086 1101,224 26,741 14,739 15,907 3,937 42,620 45,995 11,385
42 644,272 1234,297 22,998 15,265 17,829 3,386 41,845 48,873 9,282
43 622,863 1184,803 22,146 14,758 17,114 3,261 42,006 48,713 9,281
44 589,018 1127,585 22,120 13,956 16,287 3,257 41,659 48,619 9,722
45 788,076 1365,868 43,017 18,672 19,729 6,334 41,740 44,102 14,158
46 485,967 956,054 22,197 11,514 13,810 3,268 40,271 48,299 11,430
47 664,852 1232,069 26,912 15,753 17,796 3,962 41,994 47,443 10,563
48 678,407 970,304 36,982 16,074 14,015 5,445 45,235 39,442 15,323
49 727,627 920,383 52,471 17,240 13,294 7,726 45,060 34,748 20,192
50 594,759 802,668 32,650 14,092 11,594 4,807 46,213 38,022 15,765
51 591,102 782,174 41,575 14,005 11,298 6,121 44,568 35,953 19,479
52 728,176 918,023 75,392 17,253 13,260 11,100 41,460 31,865 26,675
53 722,325 922,250 65,331 17,114 13,321 9,619 42,728 33,258 24,015
54 720,806 942,919 45,915 17,078 13,620 6,760 45,593 36,360 18,047
55 539,375 811,610 52,525 12,780 11,723 7,734 39,644 36,367 23,990
56 754,552 930,990 64,708 17,878 13,448 9,527 43,762 32,917 23,321
57 641,550 875,973 41,354 15,200 12,653 6,089 44,784 37,278 17,939
58 584,141 752,255 38,156 13,840 10,866 5,618 45,641 35,833 18,526
59 488,945 634,634 45,048 11,585 9,167 6,633 42,304 33,475 24,221
60 549,277 702,340 49,933 13,014 10,145 7,352 42,654 33,250 24,096
61 724,501 895,857 43,059 17,166 12,940 6,340 47,100 35,505 17,395
62 761,574 940,812 58,495 18,044 13,589 8,612 44,835 33,766 21,399
63 798,141 998,216 112,042 18,911 14,419 16,496 37,954 28,938 33,108
64 445,143 594,237 19,114 10,547 8,583 2,814 48,062 39,114 12,824
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Plochy píku˚ [mV.s] Koncetrace frakcí
kaseinu˚ [mg/ml]
Procentuální zastoupení
frakcí kaseinu˚ [%]
αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN
65 539,639 697,535 27,963 12,786 10,075 4,117 47,393 37,347 15,261
66 562,895 672,283 48,466 13,337 9,711 7,136 44,186 32,172 23,642
67 599,202 793,514 27,544 14,197 11,462 4,055 47,779 38,574 13,648
68 794,392 1014,011 55,917 18,822 14,647 8,233 45,135 35,123 19,743
69 557,970 698,374 50,203 13,220 10,088 7,392 43,063 32,859 24,077
70 464,518 977,651 32,410 11,006 14,122 4,772 36,810 47,230 15,960
71 437,141 977,268 38,893 10,357 14,116 5,726 34,296 46,742 18,962
72 766,547 859,250 129,173 18,162 12,411 19,019 36,623 25,027 38,350
73 615,988 703,076 60,712 14,595 10,156 8,939 43,322 30,145 26,533
74 517,547 735,980 76,264 12,262 10,631 11,229 35,937 31,155 32,908
75 718,268 880,399 96,263 17,018 12,717 14,173 38,759 28,962 32,279
76 482,084 1116,730 39,606 11,422 16,130 5,831 34,215 48,318 17,467
77 562,457 735,748 47,662 13,327 10,627 7,018 43,028 34,314 22,658
78 701,454 934,534 112,821 16,620 13,499 16,611 35,566 28,887 35,547
79 544,586 677,328 43,005 12,903 9,784 6,332 44,465 33,715 21,820
80 491,879 629,762 42,592 11,654 9,097 6,271 43,129 33,664 23,207
81 470,757 576,937 90,997 11,154 8,334 13,398 33,918 25,341 40,741
82 694,903 835,967 146,779 16,465 12,075 21,611 32,830 24,078 43,092
83 752,066 963,582 129,617 17,819 13,918 19,084 35,062 27,387 37,551
84 621,121 714,229 84,417 14,716 10,317 12,429 39,284 27,539 33,178
85 770,883 928,863 56,861 18,265 13,417 8,372 45,601 33,497 20,902
86 551,248 683,128 34,800 13,061 9,867 5,124 46,560 35,175 18,265
87 310,285 367,553 20,746 7,352 5,309 3,055 46,781 33,783 19,437
88 564,105 726,555 77,394 13,366 10,495 11,395 37,911 29,768 32,321
89 488,044 559,905 61,237 11,563 8,087 9,016 40,337 28,212 31,451
90 147,198 387,219 39,400 3,488 5,593 5,801 23,436 37,584 38,980
91 491,377 653,012 49,934 11,642 9,432 7,352 40,956 33,181 25,863
92 432,271 467,921 51,686 10,242 6,759 7,610 41,616 27,463 30,921
93 445,294 868,244 42,996 10,551 12,541 6,330 35,859 42,625 21,516
94 448,417 599,920 31,425 10,625 8,665 4,627 44,423 36,232 19,346
95 553,635 813,358 49,693 13,117 11,748 7,316 40,760 36,506 22,734
96 432,570 547,398 26,826 10,249 7,907 3,950 46,364 35,769 17,867
97 542,654 729,477 40,298 12,857 10,537 5,933 43,841 35,928 20,231
98 619,952 817,107 53,837 14,689 11,803 7,927 42,677 34,292 23,031
99 485,008 634,658 32,178 11,491 9,167 4,738 45,248 36,097 18,655
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Plochy píku˚ [mV.s] Koncetrace frakcí
kaseinu˚ [mg/ml]
Procentuální zastoupení
frakcí kaseinu˚ [%]
αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN αS-CN β -CN κ-CN
100 529,693 739,059 35,129 12,550 10,675 5,172 44,195 37,592 18,213
101 514,100 925,548 33,551 12,181 13,369 4,940 39,951 43,848 16,202
102 356,748 1071,915 25,584 8,453 15,483 3,767 30,512 55,891 13,598
103 548,856 747,856 52,144 13,004 10,802 7,677 41,304 34,311 24,385
104 515,954 724,861 42,994 12,225 10,470 6,330 42,118 36,073 21,809
105 608,547 1045,384 40,107 14,419 15,100 5,905 40,703 42,627 16,670
106 685,554 927,447 71,972 16,243 13,396 10,597 40,369 33,294 26,336
107 640,274 814,286 132,226 15,170 11,762 19,468 32,694 25,349 41,957
108 569,097 858,422 41,619 13,484 12,399 6,128 42,123 38,735 19,143
109 501,312 648,631 37,346 11,878 9,369 5,499 44,411 35,031 20,559
110 575,577 728,689 43,465 13,637 10,525 6,399 44,622 34,439 20,939
111 398,626 542,111 91,805 9,445 7,830 13,517 30,673 25,430 43,897
112 478,798 594,789 40,272 11,344 8,591 5,929 43,860 33,216 22,925
113 610,605 810,704 46,200 14,467 11,710 6,802 43,867 35,507 20,625
114 536,928 757,220 40,495 12,722 10,938 5,962 42,947 36,925 20,128
115 740,634 955,327 54,667 17,548 13,799 8,049 44,543 35,027 20,431
116 696,265 914,281 60,018 16,497 13,206 8,837 42,805 34,267 22,929
117 607,079 764,755 55,504 14,384 11,046 8,172 42,806 32,874 24,320
118 621,261 347,269 52,449 14,720 5,016 7,722 53,608 18,268 28,124
119 875,469 1149,014 70,738 20,743 16,597 10,415 43,436 34,754 21,810
120 556,273 746,428 37,799 13,180 10,782 5,565 44,637 36,515 18,848
121 489,496 630,526 35,461 11,598 9,108 5,221 44,734 35,129 20,138
122 629,620 818,402 41,535 14,918 11,821 6,115 45,406 35,981 18,613
123 412,576 274,756 50,663 9,775 3,969 7,459 46,103 18,717 35,180
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A.2 Zdroj dat pro statistické vyhodnocení pokusu
V tabulce jsou uvedeny pru˚meˇrné hodnoty ze trˇí vzorku˚, které byly odebrány vždy beˇhem jednoho týdne.
P1 D2 T3 Sušina
[kg/den]
Dojivost
[kg/den]
Produkce
bílkovin
[kg/den]
Obsah
bílkovin
[%]
Produkce
kaseinu˚
[kg/den]
Obsah
kaseinu˚
[%]
Obsah
αs-CN
[%]
Obsah
β -CN
[%]
Obsah
κ-CN
[%]
Obsah
αs-CN
[kg/den]
Obsah
β -CN
[kg/den]
Obsah
κ-CN
[kg/den]
Rˇ4 1 2 3 18,570 22,400 0,694 3,095 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 1 2 1 18,739 24,967 0,787 3,152 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 1 2 2 18,891 24,433 0,764 3,128 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 1 4 2 18,211 24,900 0,824 3,310 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 1 4 3 18,214 23,333 0,759 3,252 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 1 4 1 18,264 24,467 0,819 3,346 NA NA NA NA NA NA NA NA
Rˇ 2 1 3 18,646 22,600 0,709 3,132 0,552 2,438 44,077 36,407 19,516 0,242 0,201 0,109
Rˇ 2 1 1 19,313 22,433 0,713 3,184 0,547 2,435 43,430 31,298 25,272 0,235 0,151 0,161
Rˇ 2 1 2 20,510 24,033 0,772 3,215 0,614 2,585 44,853 40,546 14,601 0,275 0,249 0,090
Rˇ 2 3 1 18,322 21,433 0,610 2,846 0,494 2,234 38,080 33,971 27,948 0,198 0,137 0,159
Rˇ 2 3 3 18,709 21,300 0,592 2,781 0,461 2,164 36,487 38,640 24,873 0,167 0,175 0,115
Rˇ 2 3 2 19,297 22,633 0,653 2,886 0,519 2,298 35,937 31,155 32,908 0,187 0,162 0,171
Rˇ 3 2 3 17,921 20,067 0,702 3,497 0,547 2,729 42,918 33,692 23,390 0,235 0,184 0,128
Rˇ 3 2 2 18,288 21,667 0,747 3,446 0,582 2,687 46,213 38,022 15,765 0,265 0,218 0,091
Rˇ 3 2 1 18,492 21,467 0,685 3,192 0,535 2,491 45,060 34,748 20,192 0,227 0,175 0,102
Rˇ 3 4 2 17,705 20,867 0,723 3,465 0,564 2,702 39,902 31,633 28,465 0,225 0,178 0,161
Rˇ 3 4 3 17,792 21,500 0,732 3,407 0,572 2,659 43,558 35,216 21,226 0,249 0,201 0,121
Rˇ 3 4 1 18,083 21,367 0,731 3,421 0,570 2,668 38,395 32,459 29,145 0,219 0,185 0,16670
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P1 D2 T3 Sušina
[kg/den]
Dojivost
[kg/den]
Produkce
bílkovin
[kg/den]
Obsah
bílkovin
[%]
Produkce
kaseinu˚
[kg/den]
Obsah
kaseinu˚
[%]
Obsah
αs-CN
[%]
Obsah
β -CN
[%]
Obsah
κ-CN
[%]
Obsah
αs-CN
[kg/den]
Obsah
β -CN
[kg/den]
Obsah
κ-CN
[kg/den]
Rˇ 4 1 1 19,904 23,533 0,784 3,332 0,611 2,598 44,636 37,926 17,439 0,273 0,232 0,107
Rˇ 4 1 2 20,060 23,433 0,785 3,352 0,613 2,617 45,323 41,371 13,305 0,278 0,254 0,081
Rˇ 4 1 3 20,831 23,667 0,794 3,354 0,618 2,626 42,494 38,121 19,386 0,263 0,236 0,120
Rˇ 4 3 3 19,157 21,433 0,685 3,192 0,552 2,524 35,336 32,743 31,921 0,177 0,195 0,179
Rˇ 4 3 2 19,416 22,000 0,690 3,137 0,538 2,447 41,676 30,587 27,736 0,225 0,165 0,149
Rˇ 4 3 1 19,793 22,567 0,720 3,188 0,561 2,485 43,815 32,070 24,115 0,246 0,180 0,135
S5 1 1 3 19,451 32,100 0,953 2,970 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 1 1 2 19,501 32,800 0,996 3,037 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 1 1 1 19,840 32,267 0,952 2,951 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 1 3 1 19,009 29,233 0,842 2,880 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 1 3 3 19,293 27,567 0,764 2,774 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 1 3 2 19,966 28,867 0,777 2,691 NA NA NA NA NA NA NA NA
S 2 2 1 19,437 24,967 0,765 3,063 0,605 2,391 43,172 44,605 12,223 0,255 0,287 0,062
S 2 2 3 19,621 23,567 0,732 3,107 0,570 2,421 42,500 45,061 12,439 0,242 0,258 0,070
S 2 2 2 19,949 24,633 0,818 3,322 0,644 2,616 41,802 47,145 11,054 0,269 0,313 0,061
S 2 4 1 18,748 22,667 0,710 3,133 0,570 2,482 30,512 55,891 13,598 0,174 0,318 0,077
S 2 4 3 19,132 22,767 0,715 3,144 0,558 2,450 40,703 42,627 16,670 0,226 0,237 0,093
S 2 4 2 19,543 23,300 0,751 3,226 0,591 2,527 41,711 35,192 23,097 0,238 0,198 0,140
S 3 1 3 18,484 22,400 0,796 3,558 0,621 2,777 36,121 29,017 34,862 0,224 0,180 0,217
S 3 1 2 18,602 24,467 0,813 3,326 0,634 2,594 40,372 35,660 23,969 0,259 0,229 0,154
S 3 1 1 18,608 25,433 0,845 3,322 0,658 2,589 42,871 42,049 15,080 0,285 0,280 0,100
S 3 3 1 17,564 22,833 0,675 2,957 0,526 2,305 43,028 34,314 22,658 0,232 0,185 0,12271
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P1 D2 T3 Sušina
[kg/den]
Dojivost
[kg/den]
Produkce
bílkovin
[kg/den]
Obsah
bílkovin
[%]
Produkce
kaseinu˚
[kg/den]
Obsah
kaseinu˚
[%]
Obsah
αs-CN
[%]
Obsah
β -CN
[%]
Obsah
κ-CN
[%]
Obsah
αs-CN
[kg/den]
Obsah
β -CN
[kg/den]
Obsah
κ-CN
[kg/den]
S 3 3 2 17,596 24,200 0,714 2,949 0,557 2,301 41,053 32,089 26,858 0,229 0,179 0,149
S 3 3 3 18,479 24,667 0,724 2,936 0,565 2,289 33,937 25,602 40,461 0,192 0,145 0,228
S 4 2 2 18,156 20,167 0,693 3,436 0,540 2,678 44,243 35,529 20,228 0,239 0,192 0,109
S 4 2 3 18,226 20,667 0,720 3,482 0,577 2,772 44,877 34,378 20,745 0,255 0,199 0,144
S 4 2 1 18,284 20,433 0,716 3,503 0,558 2,733 42,999 35,215 21,786 0,240 0,197 0,121
S 4 4 3 18,302 20,433 0,696 3,404 0,540 2,667 45,414 29,942 24,644 0,243 0,192 0,105
S 4 4 1 18,355 21,100 0,725 3,437 0,565 2,679 43,384 34,056 22,560 0,245 0,192 0,128
S 4 4 2 18,409 20,900 0,709 3,391 0,553 2,645 47,227 29,846 22,927 0,262 0,164 0,127
1perioda
2dojnice
3týden
4rˇepka – smeˇs krmiva s obsahem extrudovaných rˇepkových pokrutin
5sója – smeˇs krmiva s obsahme extrudované plnotucˇné sóji
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